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Identification d’un nouveau mécanisme de contrôle de 
l’homéostasie des lymphocytes T iNKT et MAIT 
 Les cellules Invariant Natural Killer T (iNKT) représentent une sous-population particulière 
de cellules T qui se distingue par son développement, ses fonctions et les ligands qu’elle reconnaît. 
Chez l’homme, les cellules iNKT expriment le réarrangement Vα24-Jα18/Vβ11 et reconnaissent des 
glycosphingolipides présentés par la molécule monomorphe du CMH de classe I CD1d. De plus, elles 
produisent rapidement de grandes quantités de cytokines, et sont ainsi considérées comme des cellules 
T ayant des caractéristiques innées. Les mécanismes moléculaires qui régulent l’homéostasie des 
cellules iNKT ne sont pas complètement  compris. 
La protéine XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis) est un inhibiteur physiologique des caspases 
3, 7 et 9. Des mutations du gène XIAP sont à l’origine du syndrome lymphoprolifératif lié à l’X de 
type 2 (XLP-2), un déficit immunitaire primitif (DIP) caractérisé par une susceptibilité accrue à 
l’infection par le virus Epstein Barr (EBV). Les patients souffrant du XLP-2 présentent une forte 
réduction de leur nombre de cellules iNKT dans le sang.  
Au cours de mon travail de thèse, j’ai montré que XIAP est requis pour la survie des cellules 
iNKT humaines. Cette fonction de XIAP corrèle avec un phénotype pro-apoptotique des cellules 
iNKT qui n’est pas retrouvé dans les cellules T conventionnelles. La susceptibilité accrue à l’apoptose 
des cellules iNKT est observée en utilisant des stimuli de la voie intrinsèque ou extrinsèque de 
l’apoptose. Les cellules iNKT, contrairement aux cellules T conventionnelles expriment des quantités 
élevées de protéines pro-apoptotiques comme les caspases 3 ou 7 ou Bid. Ce phénotype pro-
apoptotique est acquis de manière précoce, puisqu’il est déjà présent dans des cellules iNKT de 
thymus ou de sang de cordon. L’extinction de XIAP dans des cellules iNKT et l’analyse de patients 
déficients en XIAP indiquent que XIAP est un inhibiteur efficace de l’apoptose dans les cellules iNKT 
alors qu’il n’a qu’un effet modéré dans les cellules T conventionnelles. J’ai ensuite montré que le 
phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT est dépendant de l’expression du facteur de transcription 
PLZF. Celui-ci est déjà connu comme étant nécessaire à l’acquisition des fonctions effectrices de ces 
cellules. De manière concordante, la surexpression de PLZF dans des cellules T conventionnelles 
conduit à un phénotype pro-apoptotique et à une augmentation de l’expression de la caspase 3.  
Récemment, une deuxième population de cellules T invariantes, les cellules MAIT (Mucosal 
Associated Invariant T) a été décrite. Ces cellules expriment un TCR semi-invariant Vα7.2-Jα33 et 
partagent avec les cellules iNKT certaines caractéristiques qui en font des cellules T innées comme les 
cellules iNKT. De la même manière que les cellules iNKT, les cellules MAIT ont un phénotype pro-
apoptotique et sont diminuées dans le sang des patients déficients en XIAP. Ce phénotype pro-
apoptotique est aussi dépendant de PLZF. 
De manière intéressante, un patient déficient en XIAP et ayant un nombre normal de cellules 
iNKT a été identifié. Ce patient n’a pas encore rencontré l’EBV, suggérant que la diminution des 
cellules iNKT chez les patients déficients en XIAP est due à une apoptose augmentée dans un contexte 
d’infection par l’EBV. Enfin, j’ai obtenu des données préliminaires suggérant que l’EBV utilise un 
mécanisme d’échappement aux cellules iNKT en diminuant l’expression de CD1d à la surface des 
cellules B.  
Mon travail de thèse a donc permis d’identifier une voie de régulation inconnue des 
lymphocytes T innés qui dépend de XIAP et de PLZF. PLZF est donc un facteur clé pour la 
différentiation et l’homéostasie des cellules T innées en régulant l’acquisition de leurs fonctions 
effectrices et en limitant leur survie. Ces observations ont aussi permis d’identifier le premier DIP 
associé à un déficit en cellules MAIT. Enfin, ces résultats suggèrent un rôle des cellules iNKT dans le 
contrôle de l’infection par l’EBV.  
Mots clés : 
  Cellules T innées, iNKT, MAIT, Apoptose, XIAP, PLZF, EBV, XLP, syndrome de Purtilo 
   2 
Identification of a new mechanism that controls the 
homeostasis of iNKT and MAIT T lymphocytes 
 
Invariant natural killer T (iNKT) lymphocytes represent a peculiar T cell-lineage that differs 
from conventional T cells by its development, function, and ligands it recognizes. In humans, iNKT 
cells express an invariant TCR made of the Vα24-Jα18/Vβ11 rearrangement, which recognizes 
glycosphingolipids presented by the MHC class I monomorphic molecule CD1d. Moreover, they 
rapidly produce high amounts of cytokines when stimulated and are thus considered as innate-like T 
cells. The molecular mechanisms that control the homeostasis of iNKT are poorly understood. XIAP 
(X-linked Inhibitor of Apoptosis) is a physiological inhibitor of caspases 3, 7 and 9 and is mutated in 
the X-linked lymphoproliferation syndrome 2 (XLP-2), a rare primary immunodeficiency (PID) 
characterized by a peculiar susceptibility to Epstein-Barr virus (EBV) infection. Patients with a XIAP 
deficiency exhibit a strong reduction of their iNKT cells in blood. 
Here, I report that XIAP is required for the survival of iNKT cells in humans. The requirement 
of XIAP correlates with a pro-apoptotic phenotype of iNKT cells that is not observed in conventional 
T cells. The increased susceptibility to apoptosis of iNKT cells was observed upon stimuli that trigger 
either extrinsic or intrinsic apoptosis pathways. iNKT cells by contrast to conventional T cells express 
elevated amounts of pro-apoptotic molecules including caspases 3 or 7 and Bid. The pro-apoptotic 
phenotype of iNKT cells is early acquired since iNKT cells from cord blood and thymus display a 
similar pro-apoptotic phenotype. Knock-down of XIAP in iNKT cells and analysis of XIAP-deficient 
humans indicate that XIAP is a potent inhibitor of apoptosis in iNKT cells while it has only a 
moderate effect in conventional T cells. I also show that this pro-apoptotic phenotype of iNKT cells is 
dependent of the expression of the transcription factor PLZF. This factor is already known to be 
necessary for the acquisition of the effector functions of these cells. Conversely, over expression of 
PLZF in conventional T cells leads to a pro-apoptotic phenotype and to an increased expression of 
caspase 3. 
Recently, a second invariant T cell subpopulation, the mucosal associated invariant T (MAIT) 
cells was identified both in humans and mice. These cells express a semi-invariant TCR made of 
Vα7.2-Jα33 rearrangements and share with iNKT cells a number of developmental, functional and 
phenotypical features that lead to consider MAIT cells as innate-like T cells like iNKT cells. 
Similarly, MAIT cells also exhibit a pro-apoptotic phenotype and are decreased in XIAP-deficient 
humans. The pro-apoptotic phenotype of MAIT cells is also dependent on PLZF. 
 Interestingly, one XIAP-deficient patient with normal iNKT cell number was identified. This 
patient has not yet encountered EBV, suggesting that reduction of iNKT cells in XIAP-deficient 
patients is likely due to increased apoptosis in the context of EBV infection. I also show that EBV 
might have an escape mechanism from iNKT cells by down-regulating the expression of CD1d on the 
surface of B cells.  
My thesis works identify a previously unknown pathway controlling innate T cell 
homeostasis depending on XIAP and PLZF. PLZF is thus a key factor involved in the 
differentiation and the homeostasis of innate T cells by regulating the acquisition of their effector 
functions and their survival. I also identified the first PID associated with a defect in MAIT cells. 
Finally, these results provide evidences that iNKT cells might play a role against EBV infection.  
 
Keywords: 
Innate T cells, iNKT, MAIT, Apoptosis, XIAP, PLZF, EBV, XLP, Purtilo’s syndrome 
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RTE Recent Thymic Emigrant 
S1P1 Sphingosine 1-Phosphate 1 
SAA Serum Amyloid A 
SAP SLAM Associated Protein 
SEP Sclérose En plaque 
Sh-RNA Small Hairpin RNA 
SIMP Soluble Inter Membrane Mitochondrial Proteins 
SLAM-R Récepteurs de la famille SLAM 
TCR T cell Receptor 
TGF Transforming Growth Factor 
TH T Helper 
TLR Toll Like Receptor 
TNF Tumor Necrosis Factor 
TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand 
TSST-1 Toxic Shock Syndrome Toxine 1 
UBA Ubiquitin Binding 
UBC UBiquitin-Conjugating 
VZV Virus de la varicelle et du zona 
WASP Wiskott-Aldrich Syndrome Protein 
XIAP X-Linked Inhibitor of Apoptosis Protein 
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I. INTRODUCTION : 
A. RAPPELS SUR LE SYSTÈME IMMUNITAIRE : 
Le système immunitaire est un système veillant à l’intégrité du soi. Les cellules et les 
molécules qui le composent sont capables de reconnaître et d’éliminer une variété a priori 
illimitée d’agents pathogènes. Afin d’assurer cette fonction, différents acteurs, appartenant à 
deux grandes catégories, l’immunité innée et l’immunité adaptative, interviennent. 
Les composants de l’immunité innée constituent la première ligne de défense vis-à-vis 
des pathogènes. Cette défense est mise en jeu rapidement, et fait intervenir des mécanismes 
peu spécifiques du pathogène. Les principaux acteurs de ce système sont les cellules 
intervenant dans la phagocytose (polynucléaires neutrophiles, monocytes/macrophages, 
cellules dendritiques), les polynucléaires éosinophiles, les polynucléaires basophiles, les 
mastocytes, des composants humoraux comme le système du complément, ou encore les 
lymphocytes NK (Natural Killer) capables de lyser des cellules infectées par des virus 
notamment. 
En parallèle se met en action le système immunitaire adaptatif : celui-ci permet une 
réponse plus efficace contre le pathogène, car elle est beaucoup plus spécifique, bien que plus 
longue à se mettre en place lors d’un premier contact. De plus, le système adaptatif a la 
capacité de générer une mémoire immunologique : en cas de seconde rencontre avec un même 
pathogène la réponse spécifique sera plus rapide. Cette immunité adaptative fait intervenir les 
lymphocytes B, dont la différenciation permettra la sécrétion des anticorps (immunité 
humorale), et les lymphocytes T, supports de l’immunité à médiation cellulaire. 
Si la plupart des cellules du système immunitaire peuvent être classées de manière 
simplifiée comme faisant partie du système inné ou du système adaptatif, cette distinction est 
beaucoup moins claire pour certains types cellulaires. On parle alors de lymphocytes T et B 
innés (figure 1). Ces cellules regroupent les cellules B-1, les cellules B de la zone marginale, 
les cellules T γδ, les cellules Mucosal Associated Invariant T (MAIT) et les cellules invariant 
Natural Killer T (iNKT). Chacune de ces cellules exprime un récepteur à l’antigène 
spécifique des cellules B (BCR) ou des cellules T (TCR), ces récepteurs étant générés par une 
recombinaison dite V(D)J. Cependant, la diversité du répertoire de ces lymphocytes innés est 
limitée. En ce sens, leur BCR ou TCR se rapproche des « pattern-recognition receptors » 
(PRR) des cellules innées (Toll Like Receptors (TLR) ou Nod Like receptors (NLR) par 
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exemple)1. De plus, ces cellules ont en commun certaines propriétés : elles ont une mémoire 
naturelle c’est-à-dire qu’elles n’ont pas de phénotype naïf, elles ont rapidement des fonctions 
effectrices, et de manière surprenante elles peuvent être autoréactives, c’est-à-dire qu’elles 
sont capables de reconnaître des antigènes du soi.  
 
Figure 1 : Représentation schématique du système immunitaire. Le système immunitaire se divise entre 
système adaptatif et système inné. Néanmoins, certaines cellules sont à la jonction des deux. Toutes les 
illustrations de la partie Introduction ont été réalisées par Jean-Pierre Laigneau, IRNEM IFR 94. 
B. LES LYMPHOCYTES « INNÉS » B : 
1. Les lymphocytes B-1 : 
La réponse humorale adaptative aboutit à la production d’anticorps spécifiques d’un 
antigène après un processus de maturation faisant intervenir notamment la commutation de 
classe et la maturation d’affinité. Il existe cependant des anticorps « naturels », produits de 
façon préalable à la rencontre avec l’antigène. Des travaux ont montré qu’il existe un 
répertoire de ces anticorps naturels dès la naissance, qu’ils sont majoritairement auto-réactifs 
et que d’autres reconnaissent des motifs conservés des agents pathogènes. Le rôle de ces 
anticorps naturels pourrait être de fournir une première ligne de défense contre certains 
pathogènes 2. Chez la souris, il existe une population particulière de lymphocytes B, dite B1, 
qui est la source de ces anticorps naturels. Récemment a été identifiée chez l’homme une 
population de lymphocytes B CD20+CD27+CD43+CD70- ayant des caractéristiques 
communes avec les B1 murines, et capables de sécréter des IgM de façon spontanée 3. 
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2. Les lymphocytes B de la zone marginale : 
Une autre population lymphocytaire B particulière est celle des lymphocytes B de la 
zone marginale (BZM). En effet, ces cellules expriment le marqueur mémoire CD27, mais 
n’ont pas subi la commutation de classe et expriment des IgM de surface. Cependant, les 
BZM ont, comme les lymphocytes B mémoires switchés, des mutations somatiques dans les 
régions variables des gènes des immunoglobulines4. Ces cellules sont à l’origine de la 
sécrétion des IgM anti-polysaccharidiques.  
Hormis ces deux populations B, il y a plusieurs populations T ayant des 
caractéristiques innées. 
C. LES CELLULES INKT : 
1.  Définition des cellules iNKT : 
Les cellules iNKT sont le plus simplement définies comme étant des cellules T 
αβ exprimant des récepteurs de la famille NK et ayant un TCR αβ semi-invariant restreint par 
la molécule du CMH de classe I non classique CD1d. Ce TCR porte un réarrangement Vα24-
Jα18/Vβ11 chez l’homme  et Vα14-Jα18/Vβ8, Vβ7 et Vβ2 chez la souris. 
2. Historique de la découverte des cellules iNKT : 
Plusieurs études ont permis l’identification des cellules iNKT comme une sous-
population de cellules T. Les premières études ont rapporté l’identification d’un 
réarrangement canonique Vα14-Jα18, dans des hybridomes murins et dans des extraits 
d’organes lymphoïdes murins5,6. Puis  ont été identifiées une population murine de 
lymphocytes T CD4-CD8- dite double négative (DN) présentant un biais de réarrangement 
Vβ87 et une population humaine DN présentant un réarrangement  Vα24-Jα188. Il a ensuite 
été montré que ces cellules identifiées chez la souris et chez l’homme expriment des 
récepteurs de la lignée NK. Enfin, la première caractérisation de ces cellules a été obtenue 
quand plusieurs études ont établi qu’elles reconnaissent la molécule non classique du CMH de 
classe I CD1d9,10. Il a été rapidement montré que ces cellules peuvent être autoréactives11. Le 
premier ligand identifié pour les cellules iNKT a été trouvé lors d’un crible de composés 
naturels ayant des propriétés anti-cancéreuses par Kirin pharmaceuticals. Des extraits 
d’Agelas mauritianus, une éponge marine récoltée dans la baie d’Okinawa, ont été injectés à 
des souris porteuses de cellules de mélanomes de la lignée B16. Cela a permis d’augmenter la 
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survie des souris12. Le composé actif fut identifié comme un galactosylcéramide. Ce composé 
fut optimisé pour obtenir le composé KRN7000, plus communément appelé α-
galactosylcéramide (αGalCer) (figure 2). Il a ensuite été mis en évidence que les cellules 
répondant à ce réactif étaient les cellules iNKT. La découverte de ce ligand a révolutionné 
l’étude des cellules iNKT. Il a ainsi été possible de créer des tétramères de CD1d-αGalCer 
pour permettre la détection des cellules iNKT murines ou humaines par cytométrie de flux 
(FACS), les cellules iNKT humaines reconnaissant également ce ligand. 
 
Figure 2 : Structure de l'αGalCer. L’αGalCer est un galactosylcéramide qui a été extrait de l’éponge marine. 
Il s’agit du premier ligand identifié des cellules iNKT. 
3. Sous-catégories de cellules NKT :  
D’autres catégories de populations NKT ont été identifiées en se basant sur la co-
expression d’un TCR et de marqueurs de la famille NK. Ces populations peuvent être CD1d-
dépendantes (type II) ou indépendantes (NKT-like) et peuvent avoir un TCR variable. Le 
tableau ci-dessous résume les différences entre les principales populations de cellules NKT 
identifiées à ce jour13.  
Parmi les cellules NKT-like, on retrouve les cellules MAIT dont il sera question plus 
loin. Les cellules NKT de type II reconnaissent aussi des glycolipides présentés par CD1d et 
ont des activités immunomodulatrices14. La plupart des cellules NKT de type II reconnaissent 
un lipide endogène, le sulfatide15. Par ailleurs, cette classification des cellules iNKT est 
amenée à évoluer, comme le montre l’identification chez la souris d’une population 
présentant un TCR semi-invariant Vα10-Jα50 reconnaissant de l’αGalCer présenté par 
CD1d16. Néanmoins, le sous-type le plus étudié est celui des NKT de Type I, appelé aussi 








Type I ou cellules iNKT Type II 
Cellules NKT-like 
Cellules MAIT Autres 
CD1d-dépendant Oui Oui Non Non 
















Vβ13.1, Vβ13.3 et Vβ2 
(homme) Vβ6 et Vβ8 
(souris) 
Variée 
CD161 (NK1.1 chez la 
souris) 
+ /- +/- + + 
CD4/CD8 
CD4+, CD8+ ou DN (homme) 
CD4+ ou DN (souris) 
CD4+ et DN (souris) CD4+, CD8+ et DN CD4+, CD8+ et DN 
Production d’IL-4 Oui Oui Non Non 
Production d’IFN-γ Oui Oui Oui Oui 
Tableau 1 : Caractéristiques des différentes populations de cellules NKT. 
4. La molécule CD1d : 
CD1d est une molécule non polymorphique non classique du CMH de classe I qui 
présente des lipides aux cellules iNKT. La famille CD1 compte 5 membres chez l’homme 
(CD1a-e) alors que la souris n’exprime que deux homologues de CD1d, CD1d1 et CD1d2. La 
molécule CD1d est très conservée chez les mammifères17. Elle est synthétisée dans le 
réticulum endoplasmique où elle s’associe à une protéine de transfert qui aide probablement 
au chargement d’un lipide endogène avant l’export à la surface cellulaire18,19. Une fois à la 
surface, la molécule CD1d est recyclée à travers le système endolysosomal où elle interagit 
avec des protéines du lysosome comme des saposines, qui permettent le chargement 
d’antigènes exogènes au sein de la molécule de CD1d20. Bien que la molécule CD1d ne soit 
pas polymorphique, elle peut fixer et présenter différents ligands grâce à une poche de 
fixation large et profonde21. La molécule CD1d est exprimée de manière constitutive sur les 
cellules présentatrices d’antigènes (CPA) comme les cellules dendritiques, les cellules B et les 
macrophages22,23. L’expression de CD1d n’est que modérément modifiée suite à des 
stimulations par les TLR ou des cytokines inflammatoires24. La molécule CD1d est aussi 
exprimée sur les thymocytes (cf. paragraphe sur la sélection positive).  
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5. Localisation : 
L’abondance relative des cellules iNKT dans les différents organes est indiquée dans 
le tableau ci-dessous25–30. La proportion des cellules iNKT est similaire dans les différents 
organes à l’exception du foie et de l’omentum dans lesquels les cellules iNKT s’accumulent. 
Par ailleurs, les cellules iNKT semblent être cinq à dix fois moins nombreuses chez l’homme  
que chez la souris. Enfin, le nombre de cellules iNKT dans le sang chez l’homme peut varier 
d’un facteur 1000 entre différents individus allant de 20 à 20000 cellules iNKT par million de 
cellules T CD3+. Les facteurs responsables de ces différences individuelles ne sont pas connus 
pour le moment. 
Localisation Souris Homme 
Thymus 0,5 % des thymocytes 0,001 % des thymocytes 
Moelle osseuse 0,5 % des cellules T CD3+ 0,1 % des cellules T CD3+ 
Ganglions lymphatiques 0,5 % des cellules T CD3+ 0,1 % des cellules T CD3+ 
Sang 0,5 % des cellules T CD3+ 0,1 % des cellules T CD3+ 
Rate 2,5 % des cellules T CD3+ 0,25 % des cellules T CD3+ 
Foie Jusqu’à 30 % des cellules T CD3+ 1 % des cellules T CD3+ 
Poumons 1 % des cellules T CD3+ 0,5 % des cellules T CD3+ 
Omentum ?? 30 à 40% des cellules T CD3+ 
Tableau 2 : Localisation des cellules iNKT. Répartition des cellules iNKT dans différents organes 
chez la souris et l’homme. 
6. Phénotype :  
a)  Souris : 
En périphérie, les cellules iNKT ont un phénotype mémoire, exprimant de façon 
constitutive CD44, et expriment le marqueur d’activation CD69. Elles sont soit CD4+, soit 
DN. Les cellules iNKT expriment aussi différents marqueurs de la famille NK comme NK1.1, 
CD122, NKG2D, NKG2A, Ly49-A, Ly49-C/I et Ly49-G225, le profil d’expression des 
récepteurs NK variant selon les tissus31. Chez la souris, les cellules iNKT n’apparaissent pas 
avant la deuxième semaine de vie et sont en périphérie déjà capables de produire de l’IL-4 et 
de l’IFN-γ grâce à la mise en place au cours de leur développement d’un programme 
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transcriptionnel résultant en une dérépression épigénétique des loci codant pour les deux 
cytokines32.  
b)  Homme : 
Chez l’homme, les cellules iNKT en périphérie ont un phénotype mémoire, expriment 
constitutivement CD45RO et n’expriment pas CD62L. Elles sont négatives pour les 
marqueurs CD69 et HLA-DR et expriment CD12233. Les cellules iNKT humaines peuvent 
être CD4+, DN ou CD8+. Enfin, les cellules iNKT humaines expriment aussi des marqueurs 
de la famille NK comme CD161, CD56, CD16, NKG2A, NKG2D, CD2 et DNAM-134,35. 
Contrairement aux cellules iNKT murines, les cellules iNKT humaines sont détectables avant 
la naissance36. Les cellules iNKT néonatales ont un phénotype similaire aux cellules iNKT 
adultes, mais elles expriment aussi le marqueur d’activation récente CD25. De même que 
chez la souris, les cellules iNKT mettent en place au cours de leur développement un 
programme transcriptionnel résultant en une dérépression épigénétique des loci codant pour 
l’IL-4 et l’IFN-γ37.  
 
Même si cette propriété n’est pas considérée comme leur principale activité, les 
cellules iNKT humaines et murines sont aussi capables de fonctions cytotoxiques34. Chez les 
deux espèces, la population CD4+ est la population majoritaire. Ceci peut paraître surprenant 
sachant que le TCR reconnait une molécule de classe I. Néanmoins, une étude a montré que la 
molécule CD4 peut aussi lier la molécule CD1d et que cette liaison augmente l’activation des 
cellules iNKT38. Néanmoins, même en l’absence de CD4, les cellules iNKT se développent 
normalement10. Bien que le rôle du corécepteur CD4 ne soit pas bien compris, il semble que 
les différentes catégories de cellules iNKT soient fonctionnellement différentes. Ainsi, les 
cellules iNKT humaines CD4+ ont un profil T Helper (TH)0 (IL-4 et IFN-γ) alors que les 
cellules CD4- ont un profil TH1 (IFN-γ)39,40. Même si on ne retrouve pas cette différence de 
production de cytokines chez la souris, il semble que la population CD4- ait des propriétés 
anti-tumorales plus importantes que la population CD4+ 41.  
De plus, les cellules iNKT des deux espèces expriment des récepteurs de la famille 
NK. Même si la relevance physiologique n’est pas clairement établie, il a été montré que dans 
des cellules iNKT humaines, le récepteur NKG2D peut déclencher in vitro une réponse 
indépendamment du TCR et qu’il peut aussi servir de corécepteur quand le TCR est engagé35. 
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7. Développement thymique : 
Au cours de la différentiation T, les cellules vont passer par le stade DN et par le stade 
CD4+CD8+ dit double positif (DP). Les cellules DN réarrangent en même temps 3 de leur 4 
loci TCR : Tcrβ, Tcrγ et Tcrδ. La chaîne β s’associe alors à la chaîne pré-Tα sans que le locus 
Tcrα ne soit réarrangé42. Ce pré-TCRαβ et le TCR γδ sont alors exprimés à la surface de la 
cellule. Si la voie αβ est choisie, la cellule va devenir DP et va alors réarranger sa chaîne α. 
Le TCR ainsi formé passe alors l’étape de la sélection positive. 
a)  Chez la souris : 
Une grande avancée dans la compréhension du développement des cellules iNKT a été 
faite en 2002 par la mise en évidence de cellules iNKT immatures ou matures en fonction de 
l’expression du marqueur NK1.1 dans le thymus43–45. D’ailleurs, certaines cellules iNKT 
récemment sorties du thymus sont NK1.1-, ce qui implique une maturation de ces cellules 
possible à la fois dans le thymus et en périphérie. L’acquisition du marqueur NK1.1 
s’accompagne aussi de l’augmentation de l’expression des marqueurs NK Ly49-C/I, Ly49-
G2, Ly49-A et CD122 (chaîne β du récepteur à l’IL-2 et de l’IL-15)45,46. Le développement 
intrathymique des cellules iNKT murines peut se décomposer, une fois la sélection positive 
faite et le marqueur CD69 acquis, en quatre stades en fonction de l’expression des marqueurs 
CD24, CD44 et NK1.1. Les stades du plus immature au plus mature sont définis comme tel  
(figure 3): 
Stade 0 : CD24+CD44-NK1.1- 
Stade 1 : CD24-CD44-NK1.1- 
Stade 2 : CD24-CD44+NK1.1- 
Stade 3 : CD24-CD44+NK1.1+ 
Les cellules au stade 0 sont CD4+. Elles sont extrêmement rares (moins de 0,001% des 
thymocytes) et ne prolifèrent pas. Ensuite, l’expression de CD24 est diminuée (stade 1) et les 
cellules entrent dans une phase de prolifération intense, amplifiant ainsi le pool de cellules 
iNKT. En passant au stade 2, les cellules expriment CD44. Enfin, les cellules expriment 
NK1.1 pour atteindre le stade 3. Ce stade est marqué par une prolifération fortement réduite47. 
A ce stade, les cellules iNKT NK1.1- dans le thymus sont fonctionnelles. Néanmoins, leur 
profil cytokinique est différent puisqu’elles produisent plus d’IL-4 et moins d’IFN-γ que les 
cellules matures NK1.1+. Par ailleurs, certaines cellules iNKT restent NK1.1- en périphérie 
   25 
bien qu’étant matures48. Les cellules NK1.1- venant de quitter le thymus sont appelées iNKT 
RTE (recent thymic emigrant). En 2011, Milpied et al. ont montré que la neuropilin-1(Nrp-1) 
est un marqueur de ces cellules49. Si les stades 0, 1 et 2 sont clairement thymo-dépendants 
chez la souris, la plupart des cellules iNKT sortent du thymus avant le stade 3. L’émigration 
des cellules iNKT du thymus est un phénomène contrôlé par au moins deux récepteurs : le 
récepteur de la lymphotoxine β (LTβ)50 et le récepteur des sphingosine 1-phosphate 1 
(S1P1)51. Parmi les cellules iNKT subissant le passage au stade 3 dans le thymus, certaines 
vont y rester constittuant des cellules iNKT thymiques résidentes52. Leur fonction n’est pas 
clairement établie. 
 
Figure 3 : Développement des cellules iNKT murines. Le développement des cellules iNKT commence dans 
le thymus et peut se terminer en périphérie. On peut définir 4 stades de développement en se basant sur 
l’expression des marqueurs CD24, CD44 et NK1.1.   
En 2007, Michel et al. ont identifié une sous-population de cellules iNKT murines 
sécrétant de l’IL-17 et peu d’IL-4 et d’IFN-γ53. Ces cellules iNKT ont été appelées iNKT 
TH17. Elles ont la particularité de ne pas exprimer le marqueur NK1.1 bien qu’étant matures. 
Par ailleurs, Milpied et al. ont montré que les cellules iNKT produisant de l’IL-17 font partie 
des cellules iNKT RTE exprimant Nrp-149. Par ailleurs, contrairement aux cellules T 
classiques TH17, les cellules iNKT TH17 ne dépendent pas de l’IL-654. En 2009, Doisne et al. 
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ont mis en évidence que les cellules iNKT TH17 murines sont enrichies dans la peau et les 
ganglions lymphatiques de souris saines55. Il a aussi été montré que ces cellules s’accumulent 
dans les poumons53. Cette équipe a trouvé que les cellules iNKT TH17, en plus d’être NK1.1-, 
expriment le facteur de transcription RORγt. En 2011, Doisne et al. ont démontré que la 
production d’IL-17 par ces cellules nécessite la présence d’IL-1 et d’IL-23 en plus d’une 
stimulation de leur TCR. La production d’IL-1 et d’IL-23 dans ce modèle est dépendante des 
cellules dendritiques stimulées via leur TLR par des ligands ou par des bactéries comme E. 
coli and S. aureus. En 2008, le rôle essentiel du facteur de transcription  RORγt a été mis en 
évidence pour le développement des cellules iNKT TH1754. En 2012, il a enfin été montré 
que les cellules iNKT TH17 ont besoin du TGF-β pour leur développement thymique et pour 
leur fonction en périphérie. La voie principalement utilisée est celle dépendante de 
Smad456.Comme le montre la figure 4, le TGF-β et l’expression de RORγt sont nécessaires 
dans le thymus et en périphérie pour pouvoir générer des cellules iNKT TH17.  
 
 
Figure 4 : Développement des cellules iNKT TH17 murines. Le développement des cellules iNKT TH17 se 
fait de la même manière que celui les cellules iNKT. Néanmoins, ces cellules n’acquièrent pas de marqueur CD4 
ou NK1.1 et ont besoin de RORγt et de TGF−β pour leur développement et leur fonctionnement.  
Par ailleurs, pour les cellules iNKT classiques et pour les cellules iNKT TH17, le 
passage par un stade DP lors du développment a clairement été montré en utilisant des 
modèles de souris transgéniques57. De manière intéressante, dans cette étude de 2005, on peut 
voir l’existence d’une population de cellules iNKT exprimant RORγt. Ces cellules 
correspondent aux cellules iNKT TH17 qui n’ont été identifiées en 2007.  
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b)  Chez l’homme : 
Les cellules iNKT humaines suivent une voie de différentiation similaire avec un stade 
3 de différenciation qui se fait uniquement en périphérie. Les cellules iNKT humaines quittent 
donc le thymus à l’état CD4+CD161- et terminent leur maturation en périphérie où elles 
acquièrent le marqueur CD161 et peuvent devenir CD8 ou DN28,58. Contrairement aux 
cellules iNKT murines qui sortent du thymus fonctionnelles, les cellules iNKT humaines, bien 
qu’ayant un phénotype mémoire (CD45RO+CD62L-), ne sont pas tout à fait fonctionnelles. 
Ainsi, des cellules iNKT issues de sang de cordon nécessitent deux stimulations in vitro pour 
produire de l’IL-4 ou de l’IFN-γ33 alors même qu’elles en ont déjà des transcrits et que les 
promoteurs de ces cytokines sont déméthylés37. Il existe donc une étape de maturation en 
périphérie qui permet aux cellules iNKT de répondre rapidement en sécrétant des cytokines 
comme l’IL-4 ou l’IFN-γ. Εnfin, il n’a pas été formellement mis en évidence de cellules iNKT 
résidentes dans le thymus humain25. 
Chez l’homme, des cellules iNKT TH17 ont aussi été identifiées. Ces cellules font 
partie d’une sous-population de cellules iNKT CD161+CD4-. Elles nécessitent néanmoins un 
environnement inflammatoire puisque la production d’IL-17 est dépendante de la présence de 
TGF-β, d’IL1-β et d’IL-23. Les cellules iNKT TH17 sont aussi capables de produire de l’IL-
22 chez la souris59 ou chez l’homme60.  
8. Sélection positive  des cellules iNKT : 
La sélection positive des cellules T conventionnelles nécessite la reconnaissance par le 
TCR d’un complexe CMH de classe I ou II et d’un peptide présenté par une cellule épithéliale 
corticale du thymus. Les cellules iNKT reconnaissent par leur TCR un glycolipide présenté 
par une molécule de CD1d sur une cellule DP et non pas par une cellule épithéliale corticale. 
Plusieurs expériences de chimères ont établi ce résultat en montrant que l’expression de CD1d 
est requise sur les cellules DP et non pas sur les cellules corticales61,62. De manière 
surprenante, les cellules épithéliales corticales thymiques expriment aussi la molécule 
CD1d63. Pourtant, elles ne sont pas capables de soutenir le développement des cellules iNKT. 
Deux hypothèses peuvent expliquer ce constat : les cellules corticales ne peuvent pas donner 
de signaux supplémentaires fournis par les cellules DP, ou alors les cellules corticales ne sont 
pas capables de présenter le ligand nécessaire à la sélection des cellules iNKT. Par ailleurs, la 
seule présence de CD1d à la surface des cellules DP n’est pas suffisante pour avoir une 
sélection des cellules iNKT. La molécule de CD1d a besoin d’être recyclée à travers les 
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endosomes intracellulaires ou la voie lysosomale25.  En l’absence de recyclage et même si la  
molécule de CD1d peut être exprimée à la surface des cellules DP, la sélection des cellules 
iNKT est quasiment abolie64. Cela indique que la sélection positive nécessite 
vraisemblablement le chargement d’un lipide endogène d’origine lysosomale ou endosomale.  
9. Sélection négative des cellules iNKT : 
Les cellules iNKT subissent probablement une étape de sélection négative47. En effet, 
durant les premières étapes de leur développement, les cellules iNKT expriment le facteur de 
transcription Nur77, facteur qui est associé à la sélection négative dans les cellules T 
conventionnelles65. Des expériences complémentaires tendent également à mettre en évidence 
une sélection négative. La mise en présence de Fetal Thymic Organ Cultures (FTOC) avec de 
l’αGalCer conduit à la perte des cellules iNKT dans la culture66. Par ailleurs, la surexpression 
de CD1d spécifiquement sur les cellules dendritiques, cellules fortement impliquées dans la 
sélection négative, conduit à une diminution des cellules iNKT en périphérie et à une 
réactivité atténuée des cellules suite à la stimulation de leur TCR67. L’expérience miroir avec 
un modèle de souris qui n’exprime CD1d que sur les thymocytes conduit à l’apparition de 
cellules iNKT en périphérie qui sont plus actives que des cellules iNKT d’une souris 
sauvage68.  
10. Les cellules iNKT, des cellules prédestinées ? : 
Deux modèles ont initialement été proposés pour le développement des cellules iNKT. 
Le premier modèle suggérait l’existence de précurseurs voués à devenir des cellules iNKT et, 
ce, avant l’expression du TCR.  Selon la deuxième théorie, les précurseurs T ne deviennent 
des cellules iNKT que lorsque le réarrangement adéquat a été obtenu et que la cellule a été 
sélectionnée par la rencontre avec le(s) ligand(s) endogène(s) thymique(s) des iNKT. Le 
premier modèle se basait sur une étude montrant l’existence d’un réarrangement Vα14 
canonique à 9.5 jours de gestation chez la souris, bien avant la formation du thymus69. 
Néanmoins, cette observation n’a pas pu être reproduite avec l’utilisation d’un tétramère de 
CD1d. Le deuxième modèle est aujourd’hui communément accepté. En effet, alors que les 
cellules iNKT expriment toujours la chaine Vα14-Jα18, leur allèle non transcrit de la chaine 
α présente des recombinaisons aléatoires70. De plus, même si la région complementary-
determining region 3 (CDR3) des cellules iNKT est invariante d’un point de vue des acides 
aminés, la séquence des nucléotides est variable71. Ces données  indiquent que le 
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développement des cellules iNKT se fait dès lors que le réarrangement requis a été produit par 
hasard et qu’il n’y a pas de cellules prédestinées à devenir des cellules iNKT.  
11. À la recherche du ligand endogène des cellules iNKT : 
Il a longtemps été pensé que le(s) ligand(s) endogène(s) des cellules iNKT est (sont) 
un (des) glycosphingolipide(s). Néanmoins, des études ont montré que les cellules iNKT 
peuvent être stimulées de manière TCR-dépendante par d’autres classes de lipides. De plus, il 
n’y a pas forcément de conservation des ligands entre l’homme et la souris72,73. Les dernières 
années ont vu le nombre d’études portant sur la recherche du ou des ligands endogènes des 
cellules iNKT augmenter. L’αGalCer est le ligand le plus fort connu aujourd’hui pour les 
cellules iNKT. Il n’est cependant pas retrouvé de manière naturelle dans les cellules de 
mammifères. Néanmoins, ces cellules contiennent de nombreux glycosphingolipides avec une 
structure proche de l’αGalCer ce qui fait de cette classe de lipides un candidat potentiel. Une 
étude de Stanic et al. a montré que des cellules de souris déficientes en β-D-
glucosyltransférase (et donc déficientes en β−glucosylcéramide, un précurseur nécessaire 
pour la biosynthèse des glycosphingolipides chez les mammifères) ne sont plus capables de 
stimuler in vitro des hybridomes de cellule iNKT74. Une étude ultérieure a pu montrer que des 
souris déficientes en β-héxosaminidase B, une enzyme lysosomale responsable de la 
dégradation des globo/isoglobo-glycosphingolipides, conduit à un défaut de développement 
des cellules iNKT20. Cette enzyme produit du globotrihexosycéramide (Gb3) ou de 
l’isoglobotrihexosylcéramide (iGb3) dans les lysosomes. Des études successives ont aussi mis 
en évidence iGb3 comme un candidat sérieux pour la sélection des cellules iNKT75,76. Par 
ailleurs, en étudiant une souris déficiente en α-Gal-A, une enzyme responsable de la 
dégradation de l’iGb3, Darmoise et al. ont montré que la dégradation d’iGb3 par cette enzyme 
empêche l’activation chronique des cellules iNKT in vivo. La souris α-Gal-A KO présente 
aussi une réduction de ses cellules iNKT due à une stimulation chronique des cellules en 
périphérie77. De plus, l’iGb3 est clairement capable d’activer des cellules iNKT murines ou 
humaines matures in vitro et il a été mis en évidence comme nécessaire pour la réponse des 
cellules iNKT en réponse à une infection par Salmonella typhimurium78. Néanmoins, ce rôle 
central de l’iGb3 a par la suite été remis en question par plusieurs observations. Il a pour le 
moment été impossible de détecter la présence d’iGb3 dans le thymus, bien que l’on puisse 
remettre en question la limite de détection de la méthode de chromatographie utilisée79,80. De 
plus, la souris déficiente en iGb3 synthase présente un nombre normal de cellules iNKT 79. 
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Cependant, on ne peut pas exclure la possibilité qu’il existe des voies de synthèse alternatives 
pour la synthèse d’iGb3 et qu’il existe plusieurs ligands pour la sélection des cellules iNKT. 
Cette quête du ligand endogène des iNKT est aujourd’hui peut être terminée. En effet, 
une étude récemment publiée81 met en lumière le β-D-glucopyranosylcéramide (β-GlcCer). Ce 
ligand, contrairement à l’iGb3, est retrouvé dans les organes lymphoïdes. De plus, il 
s’accumule suite à une infection par E. coli ou S. pneumoniae. Ces observations vont dans le 
sens d’un rôle physiologique du β-GlcCer pour les cellules iNKT. Il est donc envisageable 
que le β-GlcCer puisse être également le ligand de sélection des cellules iNKT dans le 
thymus. Enfin, une étude de cette année a mis en évidence, en fractionnant des extraits 
thymiques de souris, l’importance de la famille lipidique des glycérophosphates monoalkylés 
pour le développement des cellules iNKT82. Ainsi, des souris déficientes en 
glycéronephosphate O-acyltransférase (GNPAT), une enzyme responsable de la synthèse de 
ce type de lipides, ont un défaut de cellules iNKT avec un blocage de développement au stade 
2. On retrouve chez ces souris des cellules iNKT aux stades 0, 1 et 2 en nombre normal voire 
augmenté. Les glycérophosphates monoalkylés ne sont donc pas nécessaires à la sélection 
positive des cellules iNKT, mais plutôt au stade final de maturation. Enfin, même si le 
nombre de cellules iNKT est diminué, des cellules iNKT arrivent à maturer et à sortir en 
périphérie (environ 40% du nombre de cellules iNKT sauvages). Cette classe de lipides est 
aussi capable de stimuler in vitro des cellules iNKT humaines. 
L’ensemble de ces études tend à montrer que les ligands endogènes des cellules iNKT 
sont multiples que ce soit pour leur développement ou pour leur activation en périphérie. Les 
cellules iNKT pourraient ainsi avoir besoin d’un ligand pour la sélection positive et d’un autre 
pour passer les différents stades de maturation.  
12. Les facteurs importants pour le développement et l’homéostasie des cellules 
iNKT : 
Les cellules iNKT étant avant tout des cellules T, des facteurs importants pour le 
développement ou l’homéostasie des cellules T vont l’être aussi pour les cellules iNKT. On 
peut citer par exemple Lck, Zap-70, Lat, PKC-θ, ICOS, GATA-3 ou GM-CSF. On retrouvera 
une description précise de ces facteurs dans la littérature47,83–86. 
D’autres facteurs sont par contre impliqués spécifiquement dans le développement des 
cellules iNKT et n’affectent que peu ou pas le développement des lymphocytes T 
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conventionnels. Toutes les cellules DP doivent avoir un réarrangement de la chaîne α 
fonctionnelle afin de poursuivre leur développement. Les premiers réarrangements se font 
entre des segments Vα et Jα proximaux. En cas de réarrangement non fonctionnel, une 
deuxième vague de réarrangements entre des segments Vα et Jα plus distaux aura lieu. Le 
réarrangement Vα24-Jα18 chez l’homme et Vα14-Jα18 chez la souris est l’un des 
réarrangements les plus distaux. Il faut donc des réarrangements secondaires pour obtenir le 
TCR des cellules iNKT. Par conséquent, le développement des cellules iNKT dépend de 
facteurs permettant une survie suffisante des cellules DP pour l’établissement de ces 
réarrangements distaux : 
c-Myb :  
c-Myb est un facteur jouant sur la survie des cellules DP. Une étude de 2010 a montré 
que des souris déficientes en c-Myb ne présentent quasiment pas de réarrangements Vα14-
Jα18 et n’ont donc pas de cellules iNKT87. Ce défaut de réarrangement est dû à une durée de 
vie des cellules DP raccourcie. c-Myb en plus de son rôle dans la survie des cellules DP est 
aussi nécessaire pour l’expression de CD1d, SLAM, NTBA et SAP (cf. paragraphe plus bas). 
HEB et RORγt :  
RORγt est nécessaire pour le développement de toutes les cellules iNKT du fait de son 
rôle dans la survie des cellules DP dans le thymus. En effet, RORγt induit dans les cellules DP 
l’expression de Bcl-xL, qui permet la survie des cellules DP assez longtemps pour avoir les 
réarrangements du TCR les plus distaux88. Le facteur de transcription HEB est lui aussi 
important pour la survie des cellules DP puisqu’il contrôle l’expression de RORγt89. Enfin, il 
a été montré que les cellules iNKT produisant de l’IL-17 dépendent de RORγt pour leur 
développement54. 
Une fois le réarrangement des cellules iNKT obtenu, d’autres facteurs entrent en jeu : 
CD1d et la présentation de lipides : 
L’expression de CD1d est bien sûr requise dans le thymus lors de la sélection positive 
des cellules iNKT. Si l’expression de CD1d est restreinte aux cellules T, les cellules iNKT 
sont en nombre normal en périphérie mais dans un état moins activé90. Cette étude suggère 
que l’expression de CD1d sur des cellules autres que T est nécessaire pour avoir une 
maturation complète des cellules iNKT. De même, le transfert de cellules iNKT NK1.1- de 
souris sauvages dans des souris CD1d KO conduit à une maturation incomplète des cellules 
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iNKT, la plupart des cellules restant NK1.1-91. CD1d n’est donc pas uniquement requis à 
l’étape de sélection positive, mais aussi dans des étapes post-sélection, notamment pour 
l’acquisition du marqueur NK1.1. Enfin, la molécule CD1d est nécessaire à l’homéostasie et 
au bon fonctionnement des cellules iNKT en périphérie. En effet, chez des patients souffrant 
de lupus érythémateux systémique, l’expression et le recyclage de la molécule CD1d sont 
diminués sur les cellules B (ce phénomène est imputable à la présence d’IFN−α dans le sérum 
de ces patients). Cette diminution s’accompagne d’une réduction du nombre de cellules iNKT 
et d’une mauvaise réponse des cellules iNKT suite à une stimulation92. Par ailleurs, la 
sélection positive des cellules iNKT nécessite la présentation par CD1d d’un lipide endogène. 
L’absence du facteur de transcription Bcl11b se traduit par une réduction drastique de cellules 
iNKT chez la souris. Les auteurs ont pu montrer qu’en plus d’un rôle intrinsèque dans les 
cellules iNKT, Bcl11b est requis dans les cellules DP pour le métabolisme et la présentation 
de glycolipides par CD1d93. 
Voie de signalisation des récepteurs de la famille SLAM (SLAM-R) : 
Le mode de sélection des cellules iNKT par des cellules DP plutôt que par des cellules 
épithéliales corticales s’accompagne de signaux co-stimulateurs que les cellules T 
conventionnelles ne reçoivent pas. En particulier, les cellules iNKT dépendent fortement de la 
signalisation des récepteurs SLAM lors de l’étape de sélection positive. Cette signalisation 
dépend de l’adaptateur SAP qui permet le recrutement de la kinase Fyn. Ainsi, les souris 
déficientes en SAP et Fyn n’ont aucune cellule iNKT alors que les cellules T conventionnelles 
sont en nombre normal94,95. De manière concordante, les patients déficients en SAP n’ont pas 
de cellules iNKT (cf. figure 11). En tout cas, la voie SLAM-R/SAP/Fyn n’intervient pas dans 
le réarrangement du TCR des cellules iNKT. En effet, la fréquence du réarrangement Vα14-
Jα18 est comparable chez des souris sauvages ou SAP KO96. Grâce à des modèles murins, les 
récepteurs de la famille SLAM importants pour le développement des cellules iNKT ont été 
identifiés. SLAM et NTB-A sont exprimés sur les cellules DP dans le thymus et soutiennent 
le développement des cellules iNKT. Le rôle de NTB-A semble plus important que celui de 
SLAM, puisque la souris NTB-A KO a une réduction de moitié du nombre de cellules iNKT 
alors que les souris SLAM KO n’a pas de réduction significative du nombre de cellules iNKT. 
En l’absence des deux récepteurs, le nombre des cellules iNKT est diminué de 95%, et le 
développement des cellules iNKT est bloqué à l’étape de la sélection positive 96. Le blocage 
incomplet en l’absence de ces deux récepteurs peut s’expliquer par un rôle mineur des autres 
SLAM-R dans le développement des cellules iNKT. Par ailleurs, NTB-A en l’absence de SAP 
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transmet des signaux négatifs à la cellule. Le développement des cellules iNKT est en effet 
restauré chez la souris SAP KO si l’on supprime aussi l’expression de NTB-A97. 
ITK : 
L’Interleukin-2-inducible T-cell kinase (ITK) est importante pour la signalisation par 
le TCR par sa capacité à activer la PLCγ-198. Le nombre de cellules iNKT est réduit dans le 
thymus et en périphérie des souris ITK KO45. Une étude des marqueurs d’activation montre 
un blocage au stade NK1.1-. De plus, les cellules iNKT en périphérie sont plus sensibles à 
l’apoptose99. De manière fonctionnelle, l’absence d’ITK se traduit par un blocage de la 
sécrétion de cytokines suite à une stimulation du TCR, que ce soit in vitro ou in vivo 100. De 
manière concordante, deux patientes présentant une mutation dans ITK en 2009 ont été 
décrites par l’équipe d’Arndt Borkhardt101. Chez ces deux patientes, les cellules iNKT étaient 
absentes en périphérie. Ce résultat a par la suite été confirmé chez d’autres patients déficients 
en ITK102. 
Une fois le TCR des cellules iNKT obtenu par réarrangement aléatoire, plusieurs 
molécules participent au complexe de signalisation nécessaire à la sélection positive des 
cellules dans  le thymus (figure 5).  
 
Figure 5 : Signalisation proximale du TCR des cellules iNKT. Molécules intervenant dans la signalisation 
proximale du TCR des cellules iNKT. Illustration réalisée par Jean-Pierre Laigneau, IRNEM IFR 94.  
Flux calcique, Egr1 et Egr2 :  
La sélection des cellules T induit de nombreux changements intracellulaires dont une 
augmentation de la concentration calcique et l’activation de la calcineurine. Celle-ci peut 
déphosphoryler les membres de la famille NFAT et provoquer leur translocation dans le 
noyau. La famille des Egr (early growth response) fait partie des gènes cibles de NFAT. En 
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l’absence d’Egr-2, le développement des cellules iNKT est bloqué au stade CD24-CD44-
NK1.1-103. L’étude de Seiler et al. a montré en 2012 que l’expression des facteurs Egr1 et 
Egr2 est plus soutenue dans les précurseurs de cellules iNKT que dans les précurseurs de 
cellules T conventionnelles104. 
Le facteur de transcription ZBTB16 (aussi appelé PLZF) : 
La famille des protéines BTB-ZF (Broad complex tramtrack bric-a-brac-Zinc Finger) 
est une famille de facteurs de transcription. Ces protéines ont des domaines à doigts de zinc 
C2H2 en combinaison avec un domaine N-terminal BTB qui permet des interactions 
protéine/protéine. La régulation de la transcription se fait par la liaison des motifs à doigts de 
zinc à des régions régulatrices des gènes cibles, et par le recrutement de cofacteurs par le 
domaine BTB. Deux groupes ont identifié en 2008 un nouveau régulateur de transcription 
comme un élément clé du développement des cellules iNKT, le promyelocytic leukemia zinc-
finger (PLZF ou ZBTB16)105,106. PLZF est exprimé par les cellules iNKT dès la sélection 
positive. L’absence de PLZF bloque les cellules au stade CD24-CD44-NK1.1- et conduit à une 
réduction drastique du nombre de cellules iNKT dans le thymus, la rate et le foie et à une 
accumulation dans les ganglions. Les cellules iNKT qui sont tout de même présentes 
(notamment dans les ganglions) ont un phénotype immature CD44-, et produisent moins d’IL-
4 et d’IFN-γ. PLZF est donc nécessaire aux stades précoces du développement des cellules 
iNKT et à l’acquisition du caractère innée des cellules. De manière intéressante, l’expression 
forcée de PLZF dans des cellules T conventionnelles les transforme en cellules ayant un 
phénotype mémoire et produisant de l’IFN-γ plutôt que de l’IL-2 suite à leur stimulation107. 
PLZF soutient la production de cytokines, particulièrement la double production d’IFN-γ et 
d’IL-4 comme pour les cellules iNKT. De manière concordante, un patient récemment décrit 
avec une perte de fonction bi-allélique de PLZF présente une réduction du nombre de ses 
cellules iNKT en périphérie108. Les facteurs responsables de l’expression de PLZF ne sont pas 
encore clairement établis mais une étude a montré qu’Egr2 se lie et active le promoteur de 
PLZF104. 
T-bet et IL-15 : 
Le facteur de transcription T-bet est nécessaire pour la maturation du stade 2 au stade 
3109. Ce facteur contrôle aussi l’expression de molécules responsables de la migration des 
cellules iNKT du thymus vers la périphérie et l’augmentation de l’expression de CD122 
(chaîne β du récepteur à l’IL-2 et de l’IL-15)110. T-bet est également nécessaire à la fonction 
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cytotoxique des cellules iNKT puisque chez la souris T-bet KO, les cellules iNKT que l’on 
retrouve tout de même en périphérie ont une expression réduite de FasL et du granzyme B. 
Ces expressions réduites se traduisent in vitro par une capacité moindre à tuer des cibles. De 
manière remarquable, l’expression d’une forme dominante non active de T-bet dans des 
cellules iNKT matures ne change pas l’expression de CD122, FasL ou de la granzyme B. T-
bet n’agit donc pas comme un facteur de transcription classique qui contrôlerait l’expression 
de ces molécules, mais plutôt comme un facteur nécessaire pendant le développement des 
cellules iNKT pour l’initiation d’un programme permettant l’expression de ces molécules.  
En 2003, Ranson et al. ont montré par des expériences de transfert que l’IL-15 est 
nécessaire pour la survie des cellules iNKT en périphérie111. Cet effet protecteur de l’IL-15 a 
été associé en 2011 à un contrôle de l’expression de Bcl-xL
112. Par ailleurs, il avait été montré 
en 2002 que l’IL-15 est une cytokine indispensable à la maturation des cellules iNKT puisque 
chez la souris IL-15 KO, on observe un blocage de maturation au stade 2113. En 2011, Gordy 
et al. ont montré que l’IL-15 contrôle l’expression thymique de T-bet, ce qui explique le 
blocage au stade 2 en l’absence d’IL-15112. 
T-bet et l’IL-15 agissent donc de manière intriquée puisque l’IL-15 permet 
l’expression de T-bet. Celui-ci permet alors le développement des cellules iNKT et 
l’augmentation de l’expression de CD122. Cette expression permet alors à l’IL-15 d’avoir un 
effet protecteur en périphérie qui est médié par Bcl-xL. 
IL-7 : 
Chez la souris IL-7 KO, les cellules iNKT sont retrouvées dans le thymus et en 
périphérie mais en nombre réduit114. Les réarrangements utilisés sont les mêmes que chez une 
souris sauvage et les cellules iNKT en périphérie ont un phénotype mature, indiquant que 
l’IL-7 ne semble pas requise pour la sélection positive des cellules iNKT. Il a été montré que 
l’IL-7 permet la prolifération et la survie des cellules iNKT immatures aux stades 1 et 245. 
Cependant, même si les cellules iNKT ont un phénotype normal en périphérie chez la souris 
IL-7 KO, elles ne sont pas capables de produire d’IFN-γ ou d’IL-4 que ce soit in vitro ou in 
vivo. L’utilisation d’IL-7 in vitro permet de restaurer la capacité de production d’IL-4 115. Des 
résultats similaires ont été obtenus pour les cellules iNKT humaines. Des cellules iNKT 
fœtales ou néonatales subissent en présence d’IL-7 une forte expansion qui s’accompagne 
d’une maturation, et l’IL-7 est nécessaire pour la production d’IL-4 et d’IFN-γ37. 
 
   36 
Lymphotoxines : 
Les lymphotoxines (LT) α et β sont des membres de la famille du TNF. La LTα peut 
être sécrétée sous forme d’homotrimère  LTα3 qui peut se lier aux récepteurs du TNF I ou 
II116. La LTα peut aussi former un hétérotrimère avec LTβ, LTαβ2, qui lui se lie de manière 
exclusive au LTβR qui est exprimé sur les cellules non lymphoïdes117. Une étude de Franki et 
al. rapporte une diminution des cellules iNKT en périphérie mais pas dans le thymus de souris 
déficientes en LTβ ou LTβR50. Ce défaut est attribué à un rôle des cellules stromales 
thymiques exprimant LTβR dans l’export des cellules iNKT vers la périphérie. Cette même 
étude et une étude antérieure118 ont montré que la souris déficiente en LTα présente elle une 
réduction du nombre de cellules iNKT en périphérie et dans le thymus. Ces résultats indiquent 
que l’homotrimère de LTα3 est important pour le développement des cellules iNKT dans le 
thymus. 
NF-κB : 
Plusieurs membres de la famille NF-κB, bien que non requis pour le développement 
des cellules T conventionnelles, ont été montrés comme indispensables pour le 
développement des cellules iNKT65,119–121. La dépendance en NF-κB est intrinsèque et 
extrinsèque aux cellules iNKT. Les membres de cette famille jouent aussi sur les fonctions 
des cellules iNKT en  
WASP : 
La protéine du Wiskott-Aldrich syndrome (WASP) est associée à la polymérisation du 
cytosquelette d’actine et a été impliquée dans l’immunité avec un rôle dans la migration, la 
phagocytose et la formation de la synapse immunologique. WASP intervient également dans 
la signalisation du TCR en s’intégrant dans les complexes de signalisation122. Deux études ont 
montré un défaut de cellules iNKT dans des souris déficientes en WASP. Les cellules iNKT 
sont moins nombreuses dans le thymus et en périphérie. Il existe un blocage de 
développement au stade 2. Les cellules iNKT des souris WASP KO ont des niveaux 
d’intégrines réduits et sont retenues dans les organes périphériques123. De plus, elles 
répondent mal à une stimulation de leur TCR. De manière concordante, les patients souffrant 
du syndrome de Wiskott-Aldrich n’ont quasiment pas de cellules iNKT en périphérie124. 
WASP intervient donc dans le développement, l’homéostasie et l’activation des cellules 
iNKT.  
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TGF-β : 
Le TGF-β peut agir par au moins trois voies de signalisation : une voie dépendante de 
Tif1-γ, une voie dépendante de Smad4 et une voie indépendante de ces deux facteurs. 
Chacune de ces voies semble impliquée dans la maturation des cellules iNKT à différents 
stades. Ainsi, le TGF-β par la voie Tif1-γ, est nécessaire à la phase d’expansion des cellules 
iNKT aux stades 1 et 2 de différenciation. Il réprime la transition au stade 3 par la voie 
indépendante de Tif1-γ et de Smad4. Enfin, le TGF-β au stade 3 de différenciation induit 
l’expression de T-bet et de CD122125. Enfin, en 2012, il a été montré que les cellules iNKT 
produisant de l’IL-17 dépendent du TGF-β pour leur développement et pour leur fonction en 
périphérie. La voie principalement utilisée est celle dépendante de Smad456.  
La figure 6 ci-dessous récapitule les facteurs les plus importants pour le 
développement des cellules iNKT. 
 
Figure 6 : Facteurs importants pour le développement des cellules iNKT. Sur ce schéma sont représentés des 
facteurs intervenant pour le développement des cellules iNKT ainsi que le stade de différenciation dans lequel ils 
sont majoritairement impliqués. 
 
13. Modes d’activation des cellules iNKT : 
a) Activation directe des cellules iNKT par des ligands exogènes : 
La manière classique d’activer les cellules iNKT est la reconnaissance par leur TCR 
d’un glycolipide présenté par CD1d. De nombreux lipides exogènes présentés par CD1d aux 
cellules iNKT ont été identifiés126,127. Les cellules iNKT peuvent ainsi reconnaître PIM4, un 
phosphatidylinositol tétramannnosylé provenant de Mycobacterium bovis128, l’αGalDAG, un 
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glycolipide dérivé de Borrelia burgdorferi129, un lipophosphoglycane du parasite Leishmania 
donovani
130, des alphaglycuronosylcéramides qui se trouvent dans les bactéries comme 
Sphingonomas sp. et Ehrlichia sp.78,131,132. Parmi ces derniers, on retrouve l’alpha-
galacturonosylcéramide et l’alpha-glucuronosylcéramide. Ces deux molécules possèdent de 
profondes similarités structurelles avec l’αGalCer. Il est maintenant admis que l’αGalCer est 
dérivé d’une bactérie de la famille Sphingonomas sp. ayant colonisé l’éponge marine Agelas 
mauritianus à partir de laquelle il a été isolé12. Les cellules iNKT sont aussi capables de 
reconnaitre le cholesteryl-6-O-acyl α-glucoside, lipide dérivé d’Helicobacter pylori133. Le 
TCR des cellules iNKT permet également la reconnaissance de glycolipides de bactéries 
Gram-positives comme S. pneumoniae et des Streptococcus du groupe B134.  
b) Activation indirecte des cellules iNKT par un ligand endogène : 
Les cellules iNKT peuvent être activées par des cellules dendritiques qui sont elles-
mêmes activées par leur TLR. Cette activation est TCR-dépendante, ce qui indique la 
reconnaissance d’un ligand endogène présenté par la cellule dendritique aux cellules iNKT. 
Ainsi, des cellules dendritiques humaines stimulées par les TLR 2, 3, 4, 5, 7 et 8 sont capables 
d’activer des cellules iNKT de manière CD1d-dépendante. Cette activation est potentialisée 
par la production d’IL-12 par les cellules dendritiques135. Chez la souris, la stimulation du 
TLR-4 par du LPS ou des TLR-7 ou 9 par des acides nucléiques sur les cellules dendritiques 
est capable d’activer des cellules iNKT. Par ailleurs, l’activation par le TLR-9 nécessite la 
production d’IFN-α et la néosynthèse de glycosphingolipides par les cellules dendritiques. 
D’ailleurs, la stimulation par le TLR-9 induit l’augmentation de l’expression de plusieurs 
glycosyltransférases impliquées dans la synthèse de glycosphingolipides136. Enfin, il a été 
montré que les cellules iNKT sont activées par des lysophospholipides présentés par CD1d. 
Ceux-ci sont souvent surexprimés lors de phénomènes d’inflammation 137. L’ensemble de ces 
expériences met en lumière la possibilité pour les cellules iNKT d’être activées en l’absence 
de ligands exogènes.  
Les cellules iNKT peuvent ainsi être activées par de nombreux micro-organismes qui 
ne contiennent pas eux-mêmes de lipides reconnus par le TCR des cellules iNKT. Ce 
mécanisme d’activation a été montré avec Salmonella typhimurium qui exprime du LPS dans 
sa paroi138. Des cellules dendritiques cultivées en présence de cette bactérie sont capables 
d’induire la production d’IFN-γ par les cellules iNKT. Cette activation est dépendante de 
l’expression du TLR-4, de CD1d et d’IL-12 par les cellules dendritiques. Cela implique que 
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les cellules dendritiques présentent aux cellules iNKT un ligand endogène. De plus, l’IL-12 
est nécessaire afin que ce signal via le TCR soit suffisant pour déclencher une réponse par les 
cellules iNKT. En 2005, il a été montré que cette réponse passe par la présentation de 
l’iGb378. Les micro-organismes peuvent aussi modifier l’expression de CD1d sur des cellules 
présentatrices d’antigènes en plus de modifier la production de ligands endogènes. Ce 
phénomène a clairement été établi pour Listeria monocytogenes qui, mise au contact de 
cellules dendritiques, augmente l’expression de surface de CD1d de manière IFN-β 
dépendante139. Plusieurs études ont aussi mis en évidence que différents ligands des TLR sont 
capables de modifier la biosynthèse des lipides et de modifier les lipides présentés par CD1d, 
ce qui en retour peut activer les cellules iNKT140. Enfin, le virus de l'hépatite B est capable 
d’induire la production de phospholipases. Ces enzymes vont alors produire des 
phospholipides qui sont présentés par CD1d141. 
c) Activation indirecte des cellules iNKT par des cytokines : 
Dans le cas du LPS d’Escherichia coli, les cytokines IL-12 et IL-18 sont nécessaires à 
l’activation des cellules iNKT et l’expression de CD1d n’est dans ce cas pas requise sur les 
cellules dendritiques142. Ce mécanisme de reconnaissance TCR-indépendant est également 
important dans l’immunité anti-cytomégalovirus (CMV)143. Il existe donc un mode 
d’activation des cellules iNKT dépendant principalement de cytokines. Plusieurs études ont 
ainsi montré que les iNKT relarguent de l’IFN-γ après une stimulation par de l’IL-12 et de 
l’IL-18144–146. 
Les cellules iNKT utilisent donc plusieurs méthodes de détection de microbes : 
reconnaissance directe de glycolipides exogènes présentés par CD1d, détection de la présence 
de microbes par un complexe CD1d/lipide endogène, ou de manière TCR indépendante en 
présence de cytokines inflammatoires (figure 7). 
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Figure 7 : Différents modes d'activation des cellules iNKT. Les cellules iNKT peuvent être activées de 
manière directe en reconnaissant un antigène microbien présenté par une CPA (panel de gauche). Elles peuvent 
aussi être activées en  reconnaissant un antigène endogène en présence de cytokines (panel du milieu). Enfin, les 
cellules iNKT peuvent être activées de manière TCR-indépendante en présence de cytokines comme l’IL-12 et 
l’IL-18 (panel de droite). Figure réalisé d’après 147. 
Par ailleurs, les voies directes et indirectes d’activation peuvent être utilisées pour un 
même pathogène. Ainsi, des bactéries comme Sphingomonas yanoikuyae ou Streptococcus 
pneumoniae expriment des antigènes reconnus par les cellules iNKT. Cependant, la réponse 
des cellules iNKT dépend aussi de la production d’IL-12 par les cellules dendritiques148. 
14. Fonction des cellules iNKT : 
a)  Activation des cellules iNKT : 
L’activation des cellules iNKT conduit à leur prolifération et à la sécrétion de 
cytokines,  qui s’accompagnent d’une diminution de l’expression de surface de leur TCR. 
Celui-ci est alors internalisé149. En plus de l’IL-4 et de l’IFN-γ, les cellules iNKT activées 
peuvent produire de l’IL-2, de l’IL-3, de l’IL-5, de l’IL-6, de l’IL-9, de l’IL-10, de l’IL-13, de 
l’IL-17, de l’IL-21, du TNF-α, du TGF-β,  du GM-CSF, ainsi que plusieurs chemokines134,135. 
Une stimulation répétée des cellules iNKT peut aussi conduire chez la souris à un état 
d’anergie des cellules iNKT150. Les mécanismes conduisant à cette anergie ne sont pas 
compris. Les cellules iNKT peuvent alors avoir des effets pro- ou anti-inflammatoires selon 
leur mode d’activation (direct ou indirect), l’environnement cytokinique, la durée et la force 
de leur activation151. De plus, les cellules iNKT de différents organes semblent avoir 
différentes propriétés effectrices41. Le lieu d’activation peut donc aussi jouer sur la 
contribution des cellules iNKT à une réponse immunitaire. 
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b)  Production de cytokines : 
La très grande majorité des études portant sur les fonctions des cellules iNKT utilise 
l’αGalCer pour activer ces cellules. Ce ligand a la propriété de faire produire par les cellules 
iNKT des cytokines TH1 (IFN-γ) et des cytokines TH2 (IL-4). De nombreuses études ont 
alors porté sur l’utilisation d’analogues de l’αGalCer pour essayer de faire basculer les 
cellules iNKT vers un mode TH1 ou un mode TH2. Les deux ligands prototypiques sont l’α-
C-GalCer et l’OCH qui induisent un profil respectivement TH1 et TH2 sans que cette 
différence ne soit clairement comprise152.  
c) Des cellules iNKT régulatrices FoxP3+, les cellules iNKTreg : 
Du fait de leur rapidité de production de cytokines, les cellules iNKT sont considérées 
comme des cellules immunorégulatrices. L’étude de l’expression de FoxP3 dans les cellules 
iNKT a montré que chez l’homme comme chez la souris, une population de cellules iNKT 
exprimant FoxP3 apparait in vitro en présence de TGF-β153. Cette cytokine est en effet 
importante pour la transformation de cellules T CD4+ conventionnelles en cellules Treg 
exprimant FoxP3154 et pour le maintien de ces cellules et de leur activité suppressive en 
périphérie 155. Ces cellules iNKTreg expriment alors des marqueurs spécifiques des cellules 
Treg comme CD25, GITR et CTLA-4153. L’étude des cellules Treg conventionnelles montre 
qu’elles exercent leur action suppressive par des mécanismes mettant en contact la cellule 
régulatrice et sa cible via la molécule de surface GITR156,157. De la même manière, les cellules 
iNKTreg obtenues in vitro sont capables d’inhiber la prolifération de cellules T 
conventionnelles par un mécanisme impliquant un contact cellulaire et dépendant de GITR. 
Chez l’homme, une équipe a mis en évidence des cellules iNKT exprimant FoxP3 en clonant 
des cellules iNKT du sang de contrôles158. Néanmoins, ces cellules n’ont pas d’action 
innunosuppressive comme le montre la co-culture de clones iNKTreg avec des cellules cibles. 
Au contraire, celle-ci entraîne la prolifération des cellules cibles à cause de la production par 
les cellules iNKTreg d’IL-2. En 2012, il a été montré que des cellules iNKT mises en 
expansion en présence de TGF-β expriment FoxP3, mais comme déjà observé, n’ont pas 
d’action immunosuppressive. Si pendant la culture on ajoute de la rapamycine qui est un 
inhibiteur de mTOR et qui potentialise l’action régulatrice des cellules Tregs 
conventionnelles159, les cellules iNKT acquièrent cette fonction suppressive. Cette action ne 
dépend toutefois pas de contacts cellulaires et serait due à la forte surexpression de CD25 par 
les cellules iNKTreg en présence de rapamycine, ce qui permettrait aux cellules iNKTreg de 
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dépriver les cellules cibles en IL-2160. Même si in vivo ces cellules sont difficiles à mettre en 
évidence, on peut penser que dans des environnements riches en TGF-β comme l’intestin, ces 
cellules puissent jouer un rôle régulateur.  
d)  Les cellules iNKT, entre système immunitaire et système nerveux :  
La découverte dans les années 2000 du réflexe inflammatoire a lancé un pont entre 
système immunitaire et système nerveux : l’intensité de la réponse inflammatoire peut être 
sous le contrôle de neurotransmetteurs161. De nombreux travaux ont ensuite montré 
l’existence de ce lien162. Des études ont montré que les cellules iNKT sont mobilisables par le 
système nerveux163. Dans un modèle murin d’attaque cérébrale, l’équipe de Paule Kubes a 
étudié les cellules iNKT hépatiques164. Suite au déclenchement de l’attaque, les cellules iNKT 
hépatiques sont activées comme le montre l’augmentation de l’expression du marqueur CD69. 
Le mode d’activation des cellules iNKT est surprenant. Celui-ci ne dépend en effet pas du 
TCR des cellules iNKT ni des cytokines comme l’IL-12 ou l’IL-18 qui servent à activer les 
cellules iNKT de manière TCR-indépendante. En revanche, l’activation des cellules iNKT est 
inhibée si on utilise un β-bloquant, le propanolol. De même, la destruction chimique des 
terminaisons de neurones possédant de la noradrénaline dans le foie inhibe l’activation des 
cellules iNKT. Enfin, l’utilisation de noradrénaline in vivo ou in vitro montre que les cellules 
iNKT sont activées par ce neurotransmetteur. Ces études montrent donc que les cellules iNKT 
sont capables par le biais de neurotransmetteurs de faire la jonction entre système nerveux  et 
système immunitaire. 
e) Fonction cytotoxique :  
Les cellules iNKT expriment de la perforine, des granzymes, FasL et TRAIL et il a été 
montré par plusieurs études que les cellules iNKT sont capables d’utiliser leurs molécules 
cytotoxiques pour lyser des cellules cibles35. Les cellules iNKT sont aussi impliquées dans la 
contraction de la réponse immunitaire : les cellules iNKT CD4- sont ainsi capables de 
supprimer la prolifération de cellules T activées en tuant par un mécanisme CD1d-dépendant 
des cellules T et des cellules dendritiques165. Cette fonction immunosuppressive pourrait 
intervenir lors de réponses immunitaires contre des infections, des tumeurs ou dans le cadre 
d’une réaction auto-immune. 
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f) Interactions des cellules iNKT avec les autres cellules du système 
immunitaire : 
Les cellules iNKT activées par de l’αGalCer sont capables d’interagir avec les cellules 
du système immunitaire inné ou adaptatif par un mécanisme de transactivation qui dépend des 
cytokines sécrétées par les cellules iNKT. Ces cytokines sont ainsi capables d’activer les 
cellules NK, les cellules T conventionnelles CD4+ ou CD8+, les macrophages et sont capables 
de recruter les cellules dendritiques et les neutrophiles166,167. Les cellules iNKT interagissent 
aussi avec les cellules Treg CD4+CD25+  et peuvent moduler leur fonction par un mécanisme 
IL-2  dépendant. En retour, les cellules Treg inhibent l’activité des cellules iNKT168. Les 
cellules iNKT sont aussi capables d’interagir avec les cellules T γδ169. 
Par ailleurs, les cellules iNKT peuvent jouer un rôle important dans la réponse 
humorale. En 2003, une étude a mis en évidence que les cellules iNKT peuvent  induire la 
prolifération et la sécrétion d’anticorps par les cellules B. Cette action est CD1d 
dépendante170. Les cellules iNKT jouent également un rôle dans l’établissement d’une 
mémoire humorale171. En outre, il est connu que les cellules iNKT favorisent la réponse B en 
réponse aux d’antigènes lipidiques172,173. En 2011, deux équipes ont identifié une sous 
population responsable de cette action sur les cellules B qui dépend de l’IL-21 et du facteur de 
transcription Bcl-6174,175. Cette population appelée iNKT follicular helper (iNKT FH) a donc 
une fonction similaire à celles des cellules T CD4+ FH. Néanmoins, l’aide apportée par les 
cellules iNKT aux cellules B est de plus courte durée que celle apportée par les cellules T 
conventionnelles CD4+ FH176.  
Fortes de leur mode d’activation, de leur capacité de production de cytokines et de 
leurs interactions avec les autres acteurs du système immunitaire, les cellules iNKT sont 
impliquées dans toute une gamme de réponses immunitaires.  
g)  Les cellules iNKT et la surveillance tumorale : 
C’est dans un crible à la recherche de composés anti-tumoraux que l’αGalCer a été 
identifié12. Néanmoins, l’effet anti-tumoral observé est plus le fait des cellules NK qui sont 
activées par la production d’IFN-γ  des cellules iNKT que d’un rôle direct des cellules iNKT 
dans la lyse des cellules tumorales. Cependant, une étude de Bellone et al. a montré que les 
cellules iNKT sont capables d’avoir une action antitumorale directe dans un modèle murin 
spontané de carcinome177. Il a également été mis en évidence que les cellules iNKT sont 
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capables de reconnaitre in vitro des cellules tumorales de patients atteints de leucémie 
myélomonocytaire. Ces cellules expriment en effet CD1d et sont sensibles à la lyse par les 
cellules iNKT178. Cependant, la différence de reconnaissance de CD1d exprimé par des 
cellules malignes ou par des cellules normales n’est pas clairement comprise. Il est 
raisonnable de penser que des cellules malignes présentent via CD1d un panel de ligands 
différents des cellules normales. Néanmoins, si l’expression de CD1d a été montrée sur des 
cellules hématopoïétiques malignes, la molécule CD1d n’est que faiblement exprimée voire 
pas du tout par la plupart des tumeurs solides. Dans une étude de Crowe et al., des souris 
sauvages sont pourtant capables au contraire des souris déficientes en cellules iNKT 
d’éliminer une tumeur alors que celle-ci n’exprime pas CD1d179. Les cellules iNKT sont donc 
capables d’induire le rejet de tumeurs de manière indirecte. Ces observations suggèrent 
l’existence d’un mécanisme de reconnaissance indirecte ou un mécanisme de présentation 
croisée aux cellules iNKT180. Une étude de Shimizu et al. a mis en évidence cette présentation 
croisée. En chargeant des cellules tumorales avec de l’αGalCer, les chercheurs ont protégé les 
souris par une activation des cellules iNKT qui est dépendante de la présence de cellules 
dendritiques181.  
Récemment, les cellules iNKT ont été montrées capables de contrebalancer l’effet 
immunosuppresseur des « myeloid-derived suppressor cells » (MDSC)182. Cet effet peut aussi 
participer à l’immunosurveillance des tumeurs. En effet, chez des souris déficientes en 
cellules iNKT et porteuses de tumeurs, on retrouve plus de MDSC dans la rate ou le liquide 
péritonéal que chez des souris sauvages porteuses de tumeurs183. Une étude de 2009 a montré 
que les cellules iNKT humaines peuvent avoir un effet anti-tumoral contre des 
neuroblastomes n’exprimant pas CD1d. Dans ce cas-là, l’action des cellules iNKT est due à  
l’action sur les Tumor Associated Macrophages qui expriment CD1d et qui sont connus 
comme participant à la progression tumorale184. De la même manière, les cellules iNKT 
régulent l’activité immunosuppressive des neutrophiles ayant été en contact avec du  Serum 
Amyloid A  (SAA) et qui sont retrouvés chez des patients étant atteints de mélanomes185. Il a 
été également été montré que l’IFN-γ produit par les cellules iNKT permet de réduire 
l’angiogénèse186 ce qui offre un mécanisme supplémentaire de lutte contre les tumeurs. 
De plus, plusieurs groupes ont observé une réduction des cellules iNKT dans le sang 
de patients souffrant de syndromes myélodysplasiques187,188. Par ailleurs, une étude 
prospective chez des enfants allogreffés suite à une leucémie ou une myélodysplasie a été 
effectuée par de Lalla et al.189.  Cette dernière montre une forte corrélation entre l’absence de 
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rechute et la reconstitution du pool de cellules iNKT du donneur chez l’hôte. Cette étude 
confère ainsi un rôle aux cellules iNKT dans la surveillance anti-tumorale.  
Les cellules iNKT participent donc à la surveillance anti-tumorale soit en 
reconnaissant directement les cellules malignes, soit en agissant indirectement par la 
modulation des cellules immuno-suppressives ou par l’activation des autres cellules du 
système immunitaire, notamment les cellules NK. 
h) Les cellules iNKT dans les infections bactériennes : 
De nombreux mécanismes activant les cellules iNKT durant des infections 
bactériennes ont été identifiés. Des glycosphingolipides présents dans les parois de bactéries 
comme Sphingomonas sp. et Ehrlichia sp. activent directement les cellules iNKT quand ils 
sont présentés par des cellules dendritiques. Dans le cas de bactéries comme Salmonella sp., 
la réponse des cellules iNKT est déclenchée par un processus autoréactif qui implique 
l’intervention d’un glycosphingolipide endogène comme l’iGb3. Cette réponse nécessite aussi 
une signalisation par un TLR et de l’IL-12190. Dans tous ces cas-là, les cellules iNKT ont un 
rôle protecteur contre l’infection de la souris. Mais les cellules iNKT peuvent aussi avoir un 
rôle délétère comme lors de l’infection par Chlamydia muridarum en induisant une réponse 
TH2 par une forte production d’IL-4191. Les cellules iNKT peuvent aussi participer à des 
phénomènes de chocs septiques : l’inoculation de fortes doses de Sphingomonas capsulata à 
des souris entraîne un choc septique qui dépend des cellules iNKT78. Chez l’homme, les 
cellules iNKT pourraient également avoir un rôle protecteur vis-à-vis de certaines infections 
bactériennes. C’est le cas de l’infection par Brucella suis. pour laquelle les cellules iNKT 
reconnaissent et lysent les macrophages infectés par une interaction Fas/FasL192. Les cellules 
iNKT sont donc capables de réagir à des infections bactériennes en reconnaissant directement 
des motifs bactériens ou en étant activées par d’autres cellules du système immunitaire. 
i) Les cellules iNKT dans les infections virales : 
Dans certaines infections virales, les cellules iNKT pourraient jouer un rôle important, 
notamment vis-à-vis des virus du groupe herpes chez l’homme193–195. Il n’a pas encore été 
découvert de ligand de CD1d qui soit encodé par des virus. Il est donc vraisemblable que les 
cellules infectées par un virus activent les cellules iNKT par un mécanisme autoréactif 
impliquant des glycolipides endogènes. Pour plusieurs virus, des études montrent un rôle 
protecteur des cellules iNKT : 
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HIV : 
Le virus de l’immunodéficience humaine (HIV) infecte les cellules iNKT qui finissent 
par disparaitre de l’hôte196,197. La souche HIV-1 se multiplie d’ailleurs plus rapidement dans 
des cellules iNKT que dans des cellules T conventionnelles et il existe une corrélation entre 
un haut titre viral et un nombre de cellules iNKT circulantes réduit. Cette réduction des 
cellules iNKT en périphérie a aussi été liée à une augmentation de l’incidence des tumeurs 
retrouvées chez des patients HIV196.  
Hépatite B (HBV): 
Plusieurs études ont suggéré un rôle des cellules iNKT au cours de l’infection par 
l’HBV. Une étude de 2011 a montré qu’une épidémie d’HBV associée à une haute mortalité 
en Inde était accompagnée chez les malades d’une forte réduction des cellules NKT dans le 
sang des patients198. De plus, des cellules iNKT activées sont capables in vivo chez la souris 
transgéniques pour l’HBV d’empêcher la réplication du virus199. En 2012, une équipe a 
montré, dans des hépatocytes humains ou murins, que l’HBV est capable d’induire la 
production de phospholipases qui synthétisent des phospholipides présentés par CD1d à la 
surface des hépatocytes. Cette présentation est capable d’activer les cellules iNKT. Cette 
activation des cellules iNKT nécessite la présence d’IL-12 in vivo. Par ailleurs, l’absence des 
cellules iNKT ou de l’expression de CD1d conduit dans des modèles animaux à une mauvaise 
réponse T et B. Les cellules iNKT participent donc au contrôle de l’infection par l’HBV grâce 
une présentation altérée de lipides endogènes141. 
Hépatite C : 
Dans le cas de l’hépatite C, des études chez l’homme ont montré que les cellules 
iNKT ont un rôle protecteur dans le cas d’une infection aigue. En revanche, ces cellules 
deviennent délétères lors de l’établissement d’une infection chronique en participant, par leur 
production de cytokines, à la fibrose hépatique200,201. 
Grippe : 
Dans le cas du virus de la grippe, il a été montré que la co-administration d’αGalCer 
avec le vaccin nasal contre la grippe augmente la protection contre différentes souches virales. 
Cette protection supplémentaire est due à  un afflux et une activation des cellules iNKT  par 
des cellules dendritiques dans les muqueuses nasales202. Enfin, il a été montré que chez la 
souris comme chez l’homme, les cellules iNKT ont la capacité de réduire l’activité 
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immunosuppressive des MDSC permettant ainsi une meilleure réponse immunitaire contre le 
virus de la grippe182.  
HSV-1 : 
Une étude avec la souche virulente C16 d’HSV-1 a montré que des souris CD1d KO et 
Jα18 KO ont une clairance réduite de l’infection, des lésions cutanées plus importantes et une 
plus grande dissémination du virus dans le système nerveux203.  
Virus de la varicelle et du zona (VZV) : 
Une preuve indirecte de l’action des cellules iNKT dans le contrôle de l’infection par 
le virus de la varicelle est la description de deux patients ayant développé une varicelle sévère 
suite à une vaccination par un vaccin vivant et n’ayant pas d’autre déficit immunitaire connu 
qu’un déficit en cellules iNKT204,205. Néanmoins, il est impossible de savoir si le défaut en 
cellules iNKT est une conséquence de l’infection ou bien s’il la précède. 
Virus d’Epstein-Barr (EBV) : 
Les cellules iNKT pourraient avoir un rôle dans la contraction de la réponse anti-EBV 
comme le suggère une étude de Ho et al. 165. Une étude a aussi montré que des cellules iNKT 
CD8+ sont capables de tuer des cellules infectées par l’EBV et des cellules dendritiques par 
un mécanisme CD1d-dépendant206. Dans plusieurs études, la population de cellules iNKT 
CD8+ est effectivement induite par l’infection par l’EBV207. 
Des mécanismes d’échappement : 
Un argument supplémentaire en faveur d’un rôle des cellules iNKT dans le contrôle 
des infections virales est l’existence de mécanismes d’échappement développés par les virus. 
Les protéines B1R et H5R du virus de la vaccine ont été montrées comme inhibant la 
présentation antigénique par CD1d208. Chez l’homme, les protéines gp120, Vpu et Nef  du 
virus HIV inhibent l’expression de CD1d à la surface cellulaire209–211. Il a ainsi été montré une 
réduction de l’expression de CD1d sur les monocytes CD14+ de patients HIV en comparaison 
avec des sujets sains ou des sujets HIV placés sous trithérapie. L’expression de CD1d est 
d’ailleurs inversement proportionnelle à la charge virale212. Le papilloma virus humain via sa 
protéine E5 empêche le trafic correct de CD1d à la surface des cellules infectées213. HHV-8 
utilise lui les protéines MIR1 et MIR2 pour inhiber l’expression à la surface de CD1d214. 
Enfin, Yuan et al. ont montré qu’HSV-1 réduit l’expression de CD1d à la surface des cellules 
dendritiques en interférant avec le recyclage de la molécule CD1d215. 
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Il existe donc plusieurs stratégies mises en place par les virus pour se soustraire à une 
reconnaissance des cellules infectées par les cellules iNKT. Ces stratégies semblent indiquer 
que les cellules iNKT sont importantes pour le contrôle des infections par ces virus.  
j) Régulation de l’auto-immunité par les cellules iNKT : 
L’hypothèse d’un rôle des cellules iNKT dans l’auto-immunité est apparue lorsqu’il a 
été observé une diminution du nombre de ces cellules au cours de plusieurs maladies auto-
immunes chez l’homme, ainsi que dans certains modèles animaux216.  
  Chez les patients en poussée de sclérose en plaque (SEP) il a été mis en évidence une 
diminution du nombre de cellules iNKT, avec une normalisation de ces chiffres chez les 
patients en rémission217.  La souche de souris SJL/J, particulièrement sensible à l’induction 
d’Encéphalite Expérimentale Auto-Immune (EAE), n’exprime pas la chaîne Vβ8. Ces souris 
ont donc un nombre diminué de cellules iNKT218. De plus, la surexpression du TCR Vα14-
Jα18 chez la souris NOD diminue la susceptibilité à l’EAE219.  Dans différents modèles, 
l’injection d’αGalCer est capable d’induire une protection vis à vis de l’induction d’EAE, 
mais cet effet est variable en fonction du moment et de la voie d’administration, de la dose 
injectée et du type de souris.  
Plusieurs études ont aussi montré une diminution du nombre de cellules iNKT 
circulantes, et une altération de leurs sécrétions cytokiniques chez des patients atteints de 
lupus érythémateux systémique (LES), avec un retour à la normale après traitement par 
corticoïdes220. Il existe plusieurs modèles murins utilisés pour étudier le lupus, dont le plus 
connu est celui de la souris lpr, qui est déficiente en Fas. Ces souris ont, de façon préexistante 
à la survenue des lésions, une diminution du nombre de cellules iNKT, qui ont une sécrétion 
cytokinique altérée221. Le transfert adoptif de cellules NK1.1+CD3+ provoque une diminution 
de la production d’auto-anticorps222. Enfin, le traitement par l’αGalCer augmente le nombre 
de cellules iNKT et améliore les lésions inflammatoires cutanées. Cependant, ce rôle 
protecteur des cellules iNKT n’est pas retrouvé dans un autre modèle murin de lupus, les 
souris (NZBxNZW) F1. Le traitement par anticorps anti-CD1d améliore la maladie, suggérant 
un rôle plutôt néfaste des cellules iNKT dans ce modèle223. 
Au cours de la polyarthrite rhumatoïde, le nombre des cellules iNKT a également été 
rapporté comme diminué dans le sang des patients, et parfois dans la synoviale224. Dans le 
modèle expérimental le plus utilisé, qui consiste à injecter aux souris du collagène 
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hétérologue,  il a été rapporté une réduction de sévérité de l’arthrite après traitement par anti-
CD1d, suggérant un rôle délétère des cellules iNKT dans cette pathologie. De plus, les souris 
Jα18 KO ont des arthrites induites moins sévères. Néanmoins, les traitements par l’αGalCer 
ou l’OCH semblent protéger les souris C57BL/6 de l’arthrite induite expérimentalement225. 
Dans le diabète de type 1, le rôle des cellules iNKT est controversé. Chez des patients, 
le nombre de cellules iNKT circulantes a été décrit comme diminué, normal ou augmenté226. 
Le rôle des cellules iNKT a été étudié dans le modèle murin de diabète spontané, la souris 
Non Obese Diabetic  (NOD). Ces souris ont un nombre diminué de cellules iNKT dans le 
thymus et la rate, et le transfert adoptif de cellules iNKT les protège de la survenue du 
diabète227,228. Par ailleurs, plusieurs études rapportent que des injections répétées d’αGalCer 
empêchent la survenue de diabète229–231. 
Enfin, des variations du nombre de cellules iNKT ont été notées chez des patients 
atteints d’autres pathologies auto-immunes : augmentation dans la myasthénie, réduction dans 
la sclérodermie, le syndrome de Sjogren ou encore la maladie de Basedow226. 
15.  Thérapie à base de cellules iNKT : 
Contrairement aux maladies auto-immunes où leur rôle est complexe et divers, les 
cellules iNKT ont un rôle plus clair dans les pathologies tumorales et infectieuses. De 
nombreuses études ont alors visé à utiliser l’αGalCer ou ses dérivés pour tenter de moduler la 
réponse immunitaire en activant les cellules iNKT. Des essais cliniques de phase I ont montré 
l’inocuité de l’αGalCer chez l’homme232. L’administration d’αGalCer résulte en une 
expansion des cellules iNKT du patient et une augmentation du niveau de cytokines dans le 
sang233. Plusieurs essais cliniques ont alors été effectués dans des cas d’infections virales ou 
de cancers234,235.  Même si les premiers essais semblent prometteurs, les traitements ne sont 
pas encore au point. Les recherches se concentrent aujourd’hui sur l’utilisation d’analogues de 
l’αGalCer et de molécules co-stimulatrices afin d’augmenter l’efficacité du traitement236. 
16. Conclusions : 
Même si elles sont issues du même précurseur que les cellules T αβ conventionnelles, 
les cellules iNKT représentent une sous-population bien particulière de cellules immunitaires 
capables d’avoir des effets d’immuno-régulation et d’inflammation. Les cellules iNKT ne 
sont pas sélectionnées sur des cellules épithéliales grâce à des molécules du CMH de classe I 
ou II, mais sur des cellules DP à l’aide de la molécule CD1d et d’un lipide endogène. Cette 
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sélection particulière nécessite des signaux supplémentaires qui sont fournis par la voie des 
SLAM-R. Elles dépendent aussi fortement de l’IL-15 et du facteur de transcription PLZF. Par 
ailleurs, du fait de leur reconnaissance de lipides endogènes et exogènes, de leurs fonction 
diverses, de la rapidité avec laquelle elles répondent à une stimulation et de leurs différents 
modes d’activation, les cellules iNKT se rapprochent des cellules innées. Elles ont aussi la 
capacité d’interagir avec de nombreux types cellulaires du système immunitaire et de 
favoriser une réponse adaptative. Il a été proposé que les cellules iNKT fassent le lien entre 
immunité innée et immunité adaptative. Le tableau ci-dessous résume les principales 
différences entre cellules iNKT et cellules T αβ conventionnelles. 
 
 Cellules T conventionnelles Cellules iNKT 
Sélection thymique des cellules DP Sur des cellules épithéliales Sur des cellules DP 
Survie des cellules DP Pas toujours nécessaire Requise 
Nature de l’antigène Peptidique Lipidique 
Proportion Variable Faible 
Diversité du répertoire Grande Très faible 
CD4/CD8 CD4+ ou CD8+ CD4+ ou DN ou CD8+ 
Expression de récepteurs NK Possible  Oui 
CD161+PLZF+ Certaines Majoritairement 
Production de cytokines Lente Rapide 
Auto-réactivité Rares Oui 
Phénotype mémoire Certaines Toutes 
Développement dépendant des 
SLAM-R/SAP/Fyn 
Non Oui 
Tableau 3: Comparaison des propriétés des cellules iNKT et des cellules T conventionnelles.  
D. LES CELLULES MAIT : 
1. Historique et définition : 
Les cellules MAIT représentent la deuxième population de cellules T invariantes 
identifiée chez l’homme après les cellules iNKT. Porcelli et al. furent les premiers à identifier 
dans des cellules DN humaines un autre réarrangement invariant : le réarrangement Vα7.2-
Jα337. Ce réarrangement particulier présente un CDR3 de longueur constante. La chaîne β 
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associée utilise préférentiellement les segments Vβ13.1, Vβ13.3 et Vβ2. Ces cellules sont 
restreintes par MR1 (Major histocompatibility complex class I-related gene protein). Les 
cellules MAIT murines correspondantes utilisent le réarrangement Vα19-Jα33 en association 
avec les chaînes Vβ6 et Vβ8. 
2. MR1 et les ligands des cellules MAIT : 
MR1 a initialement été cloné chez l’homme237. MR1 est la molécule du CMH la plus 
conservée, présentant plus de 90% d’homologie entre l’homme et la souris. Contrairement 
aux molécules du CMH de classe 1 classiques, l’expression de MR1 est indépendante de la 
protéine TAP. On peut détecter l’ARNm de MR1 de manière ubiquitaire chez l’homme et la 
souris et MR1 est très faiblement exprimée en surface, alors que l’expression intracellulaire 
est élevée dans le réticulum endoplasmique238. Une faible quantité du complexe MR1-ligand 
pourrait donc suffire à déclencher une réponse des cellules MAIT.  
3. Phénotype et localisation : 
Les cellules MAIT sont très présentes dans le sang où elles peuvent représenter 
jusqu’à 15% des cellules T DN. Elles sont aussi retrouvées en grande quantité dans l’intestin 
et le foie où elles peuvent représenter jusqu'à 45 % des lymphocytes hépatiques. Dans le sang 
d’adultes sains, elles ont un phénotype effecteur (CD95+CD62L-) mémoire 
(CD27+CD45RO+CD45RA-CD122+)239. Chez l’homme, les cellules MAIT sont 
principalement DN, CD8αα et CD8αβ. Enfin, les cellules MAIT expriment fortement le 
marqueur CD161 de la famille NK et l’IL-18Rα+. Par PCR quantitative et séquençage, il a été 
établi que les cellules MAIT, définies comme Vα7.2+CD161+, forment une population 
oligoclonale. Pourtant, les cellules MAIT ne sont pas en cycle en périphérie (Ki-67-) et 
prolifèrent peu lorsqu’on les stimule avec un anti-TCR ou avec des CPA infectées par des 
bactéries239,240. Il faut préciser que ces expérimentations ont été réalisées in vitro et qu’il 
manque peut être un facteur nécessaire à la survie ou à la prolifération des cellules MAIT. La 
stimulation de cellules MAIT triées à partir de sang périphérique par un anti-CD3 et un anti-
CD28 ou par des cellules infectées par des bactéries conduit à la production d’IFN-γ, de TNF-
α et de Granzyme A et B. Par ailleurs, des cellules MAIT stimulées par de la 
PMA/Ionomycine produisent de l’IL-17 mais cette production dans des conditions 
physiologiques reste à démontrer239. Dans ces conditions de stimulation, il n’a pas été trouvé 
de production d’IL-4. L’ensemble de ces données chez l’homme montre que les cellules 
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MAIT ont un profil  cytokinique pro-inflammatoire. L’étude des cellules MAIT chez la souris 
est rendue difficile par leur faible nombre et l’absence d’anticorps spécifique de ces cellules. 
Néanmoins, chez la souris sauvage, les cellules MAIT sont CD44+ et ne sont pas détectées 
dans le thymus, le foie, ou la moelle osseuse. 
4. Développement des cellules MAIT : 
L’utilisation de modèles de souris transgéniques pour le réarrangement canonique 
Vα19-Jα33 spécifique des cellules MAIT, et visant à forcer leur développement, a permis de 
mieux comprendre le développement de ces cellules. Ainsi dans un modèle de FTOC de ces 
souris transgéniques avec des thymus exprimant MR1, on trouve une augmentation des 
cellules T utilisant les réarrangements Vβ6 et Vβ8 (utilisés majoritairement par les cellules 
MAIT) en comparaison avec des cellules T obtenues avec des thymus MR1-déficients241. 
Contrairement aux cellules T conventionnelles, l’expression de MR1 n’est pas requise sur les 
cellules épithéliales du thymus. Le développement des cellules MAIT n’est cependant pas 
similaire à celui des cellules iNKT car il ne requiert pas l’expression de MR1 sur les cellules 
T ou B dans le thymus242. La cellule hématopoïétique exprimant MR1 à l’origine de la 
sélection des MAIT dans le thymus n’a pas encore été identifiée. Par ailleurs, le ligand 
endogène permettant la sélection des cellules MAIT via MR1 est lui aussi encore inconnu. 
Contrairement aux cellules iNKT, la voie de signalisation SLAM n’est pas requise pour le 
développement des cellules MAIT. Les patients mutés dans SH2D1A ont en effet un nombre 
légèrement diminué voire normal de cellules MAIT en périphérie241. 
Les cellules MAIT se développent dans le thymus et en sortent naïves, contrairement 
aux cellules iNKT. Pour s’accumuler en périphérie, elles ont besoin de la présence de cellules 
B et d’une flore commensale241,242. Chez l’homme, elles acquièrent rapidement après la 
naissance un phénotype mémoire lié à l’établissement de la flore commensale de l’enfant239. 
Les MAIT sont déjà CD161+et IL-18Rα+ dans le sang de cordon et acquièrent petit à petit 
leur phénotype mémoire241,243. En effet, chez un enfant de deux jours, 50% des cellules MAIT 
sont CD45RO-. Chez le même enfant, à partir de 3 mois, les cellules sont devenues 
majoritairement CD45RO+. Contrairement à l’homme, les cellules MAIT chez la souris de 
laboratoire restent peu nombreuses et naïves dans le sang (ce qui peut soit refléter le statut 
bactériologique des souris en animalerie, soit refléter la perte d’un gène nécessaire à la survie 
de ces cellules lors de la sélection des souris de laboratoire). Ce lien avec la flore a néanmoins 
été vérifié chez la souris : même si les cellules MAIT sont peu présentes chez la souris, des 
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souris élevées dans des conditions stériles ne présentent aucune cellule MAIT. De plus, la 
reconstitution de ces souris axéniques avec une flore bactérienne ramène le nombre de 
cellules MAIT à celui observé chez des souris élevées dans des conditions normales 
d’animalerie240. L’expression de CD161 et de l’IL-18Rα par les cellules MAIT dans le 
thymus, contrairement aux cellules T conventionnelles, indique que la reconnaissance par le 
TCR des MAIT de MR1 et d’un ligand  endogène déclenche un programme transcriptionnel 
spécifique. Les cellules MAIT en périphérie, comme les cellules iNKT, expriment le facteur 
de transcription PLZF106. Comme les cellules MAIT quittent le thymus avec un phénotype 
naïf, on peut penser que PLZF n’intervient pas dans les premiers stades de différentiation des 
cellules MAIT, mais qu’il est exprimé en périphérie pour l’acquisition du phénotype 
mémoire/effecteur. De manière concordante, les cellules MAIT murines qui restent naïves 
n’expriment pas PLZF241. 
Ainsi, contrairement aux cellules iNKT qui se développent et acquièrent leur caractère 
effecteur/mémoire dans le thymus, les cellules MAIT se développent dans un premier temps 
dans le thymus avant d’acquérir leur phénotype effecteur/mémoire en périphérie, ce qui 
nécessite certainement différents facteurs intervenant à différents temps.  
5. Facteurs importants pour le développement et l’homéostasie des cellules 
MAIT : 
Il existe peu de littérature à ce sujet. L’expression de la molécule MR1 est 
évidemment requise pour la sélection des cellules MAIT dans le thymus. Comme décrit 
précédemment, les cellules B sont nécessaires en périphérie pour l’établissement des cellules 
MAIT. Ainsi, tout facteur influant le développement des cellules B pourrait également jouer 
un rôle sur l’homéostasie périphérique des cellules MAIT. C’est le cas par exemple de Btk 
(Bruton tyrosine kinase)242: les patients ayant une mutation dans le gène codant pour cette 
protéine ont une alymphocytose B, et une diminution très importante du nombre de leurs 
cellules MAIT. Enfin, le réarrangement Vα7.2/Vα19-Jα33 des cellules MAIT est le plus 
distal et n’intervient donc qu’en fin de vie des cellules DP n’ayant pas eu de réarrangements 
fonctionnels. De la même manière que pour les cellules iNKT, les facteurs jouant sur la survie 
des cellules DP auront un rôle dans le développement des cellules MAIT. Par exemple, des 
souris déficientes en c-Myc n’ont quasiment pas de réarrangement Vα19. En revanche, ces 
mêmes souris surexprimant un facteur antiapoptotique comme Bcl-xL permettent le 
réarrangement Vα1987. Des études similaires sur la souris RORγt KO ont montré le même 
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type de résultats244. Néanmoins, contrairement aux cellules iNKT, le développement des 
cellules MAIT n’a pas été étudié dans les souris déficientes en c-Myc et RORγt en présence 
de molécules anti-apoptotiques comme Bcl-xL. On ne peut donc exclure un rôle direct de c-
Myc et RORγ t dans le développement et/ou l’homéostasie des cellules MAIT. 
6. Rôle des cellules MAIT : 
Il n’y a que très peu de données sur le rôle des cellules MAIT in vivo. Une étude a 
toutefois impliqué les cellules MAIT dans la régulation d’un modèle de sclérose en plaques. 
Des  souris exprimant le transgène Vα19 sont protégées d’une induction d’encéphalite. De 
manière opposée, des souris déficientes pour MR1 sont plus sensibles à cette induction. La 
protection conférée par les cellules MAIT passe par une diminution de la sécrétion de 
cytokines TH1 et par une production augmentée d’IL-10 par les cellules B245. Néanmoins, 
l’interprétation de ces données pose problème puisque dans cette étude, il n’y a pas de 
contrôle avec des souris MR1 KO exprimant le transgène Vα19. On retrouve cependant une 
accumulation des cellules MAIT dans les lésions de patients souffrant de sclérose en 
plaques246. Enfin, une étude de 2012 a mis en cause les cellules MAIT dans l’aggravation 
d’un modèle murin d’arthrite induite247. 
Finalement, le rôle le mieux connu et le mieux étudié des cellules MAIT est un rôle 
anti-infectieux. Les cellules MAIT sont localisées majoritairement dans l’intestin et dans les 
organes drainants comme le foie. Cette localisation suggère une relation entre les cellules 
MAIT et la population microbienne. Par exemple, l’acquisition des marqueurs mémoires par 
les cellules MAIT juste après la naissance est clairement liée à l’apparition de la flore 
commensale. Récemment, les cellules MAIT ont été montrées comme réagissant contre des 
cellules exprimant MR1 et infectées ou cultivées en présence de différents micro-
organismes240,248. Les cellules MAIT réagissent contre des CPA en présence d’une grande 
variété de bactéries Gram positives ou Gram négatives (comme des Bacillus sp. et 
Escherichia coli), ou des mycobactéries (Mycobacterium tuberculosis). Elles réagissent aussi 
contre des cellules phagocytaires en présence de levures comme Candida ou Saccharomyces. 
Cependant, certaines souches bactériennes comme Streptococcus faecalis, certains 
champignons ou l’ensemble des virus testés par les auteurs ne sont pas capables de stimuler 
les cellules MAIT, ce qui suggère que ces micro-organismes ne possèdent pas le ligand 
présenté par MR1 ou que les cibles cellulaires utilisées ne sont pas les bonnes. Enfin, des 
cellules fixées surexprimant MR1 et mises en présence d’Escherichia Coli peuvent stimuler 
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les cellules MAIT. Cela semble indiquer que ces bactéries expriment un ligand ne demandant 
pas de traitement et capable de se fixer directement sur MR1. L’ensemble de ces résultats 
penche en faveur de l’existence d’un ligand exogène plutôt que d’un ligand endogène comme 
pour les cellules iNKT. 
La capacité des cellules MAIT à reconnaître une cellule infectée leur confère une 
activité antibactérienne in vivo. Ainsi les cellules MAIT jouent un rôle dans la protection des 
souris lors d’une infection intra-péritonéale par E. Coli ou Klebsiella pneumoniae, car les 
souris déficientes en MR1 présentent une charge bactérienne plus importante que les souris 
sauvages240. De manière concordante, les cellules MAIT chez des patients atteints de 
tuberculose sont en plus faible proportion dans le sang périphérique et semblent se concentrer 
aux sites d’infection comme les poumons248. Par ailleurs, les cellules MAIT ne peuvent être 
activées de manière TCR-indépendante de façon aussi diverse que les cellules iNKT. Elles ne 
sont ainsi pas activées par des CPA qui sont stimulées par leur TLR ou leur NLR. De même, 
les infections virales n’activent pas les cellules MAIT. Cependant, Chiba et al. ont récemment 
mis en évidence une activation des cellules MAIT par l’IL-23 de manière TCR-
indépendante247. 
Bien que la molécule présentée par MR1 et reconnue par les cellules MAIT ne soit 
toujours pas connue, des expériences de traitement d’extrait bactérien par des protéases 
semblent montrer qu’elle est d’origine peptidique. Ceci est conforme avec le caractère 
hydrophile de la poche de MR1 qui est incompatible avec l’hypothèse d’un lipide comme 
dans le cas des cellules iNKT248.  
L’utilisation de modèles murins transgéniques pour déterminer la fonction des cellules 
MAIT est un outil utile mais pouvant conduire à des biais d’interprétation. En effet, le faible 
nombre de cellules MAIT chez la souris de laboratoire incite à utiliser des modèles 
transgéniques, en induisant par exemple la surexpression de la chaine Vα19. Les cellules T 
issues de cette souris ont la capacité de produire de grandes quantités de cytokines qui 
peuvent être indépendantes de la présence de MR1 et sont liées au développement forcé de 
ces cellules par l’utilisation du transgène. Ainsi, il est nécessaire de prendre des précautions 
quant à l’interprétation des résultats de certaines publications ne comparant pas l’effet du 
transgène en présence ou non de la molécule MR1245,249,250. 
Les cellules MAIT constituent donc une population de cellules T invariantes qui 
présentent de nombreux points communs avec les cellules iNKT. Pour le moment, la biologie 
de ces cellules est moins bien connue que celle des cellules iNKT. 
   56 
 
E. LES CELLULES T γδ : 
1. Généralités : 
Les cellules T γδ sont présentes chez la plupart des vertébrés et, bien qu’elles 
partagent les mêmes protéines de surface et les mêmes capacités que les cellules T 
αβ (production de cytokines, cytotoxicité), elles ont des propriétés biologiques bien 
particulières. Elles représentent de 1 à 10% des cellules T circulantes et sont fortement 
représentées dans certains tissus et organes comme la peau, le système reproducteur ou 
l’intestin251. Chez l’homme, la majorité des cellules T γδ sont CD161+. Elles expriment aussi 
chez l’homme ou la souris des marqueurs NK comme CD94, NKG2A, NKG2C et 
NKG2D252–254.  
Comme les chaînes α et β, les chaînes γ et δ sont codées par des gènes qui sont 
réarrangés pendant la maturation intrathymique à partir d’un pool de régions codantes. 
Cependant, la diversité possible est bien plus restreinte que pour les chaînes α ou β puisqu’il 
n’y a chez l’homme que 6 gènes codant pour les régions Vγ et 10 pour les régions Vδ251 alors 
que l’on retrouve 54 gènes codant pour les régions Vα255. Néanmoins, la diversité des 
récepteurs γδ est du même ordre que la diversité des récepteurs αβ. Cette diversité est due à 
des mécanismes non génétiques comme l’insertion aléatoire de nucléotides ou la jonction non 
fidèle qui ont lieu lors des processus de réarrangements.  
2.  Localisation des cellules T γδ : 
La distribution des cellules γδ est différente selon les tissus. Ainsi, dans le sang 
périphérique chez l’homme, les cellules Vγ9Vδ2 peuvent représenter de 50 à 90 % des 
cellules T γδ circulantes256. Dans la peau et l’intestin, les cellules T γδ sont majoritairement  
Vδ1 chez l’homme257. Cette répartition des différentes sous-populations de cellules γδ se 
retrouve aussi chez la souris251. Cette localisation spécifique des cellules γδ selon leur 
récepteur dépend certainement de chimiokines et de leurs récepteurs258. Par exemple, les 
cellules T αβ exprimant le récepteur CCR9 sont attirées dans l’intestin par la chimiokine 
CCL25 qui y est constitutivement exprimée259. CCR9 est aussi exprimé par les cellules T γδ 
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intraépithéliales et l’activation des cellules γδ par leur TCR conduit à l’augmentation de 
l’expression de CCR9 de manière préférentielle par les cellules Vδ1 dans le sang260. 
3. Développement des cellules γδ : 
Au stade DN3, le pré-TCR αβ et le TCR γδ sont exprimés à la surface de la cellule. Le 
consensus actuel est qu’un signal fort transmis par un TCR va diriger la cellule vers la voie γδ 
alors qu’un signal plus faible dirigera la cellule vers la voie αβ261. La nécessité d’un ligand 
thymique pour le développement des cellules T γδ a été mise en évidence262, même si la 
nature de ce ligand reste mal connue aujourd’hui. Néanmoins, pour les cellules murines T γδ 
portant le réarrangement Vγ5Vδ1 et que l’on retrouve majoritairement dans l’épiderme, 
skint1, un membre de la superfamille des immunoglobulines, a été montré comme étant 
impliqué dans leur sélection et leur établissement en périphérie263. 
4. Facteurs importants pour le développement des cellules T γδ : 
Les mécanismes moléculaires qui régissent le développement des cellules T γδ sont 
mal compris. Néanmoins, certains facteurs importants ont pu être identifiés264. Les cellules T 
γδ partagent des facteurs majeurs de développement avec les cellules T αβ. Parmi ces 
facteurs, on retrouve entre autres Rag-1, Rag-2, Ku80, CD3ε, LAT et l’IL-7. D’autres facteurs 
jouent uniquement un rôle important pour le développement des cellules T γδ, sans affecter le 
développement des cellules T αβ. Parmi ces facteurs, on retrouve les gènes codant pour les 
locus δ et le facteur de transcription PU.1 qui régule négativement le nombre de cellules T 
γδ
265. 
5. Modes d’activation : 
Deux caractéristiques différencient fondamentalement les cellules T γδ des cellules T 
αβ. Les cellules T γδ ne reconnaissent pas forcément des antigènes peptidiques mais des 
antigènes non conventionnels comme des lipides ou des métabolites microbiens phosphorylés 
et la reconnaissance de l’antigène ne nécessite pas obligatoirement de présentation par une 
molécule du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I ou II. Ceci est d’ailleurs 
cohérent avec l’absence d’expression des marqueurs CD4 ou CD8 par la quasi-totalité des 
cellules γδ251. Des études menées pour essayer d’identifier les ligands mis en jeu ont montré 
leur nature non-protéique et l’importance des résidus phosphatés266. Les cellules T Vγ9Vδ2 
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reconnaissent des phosphoantigènes comme le (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl 
pyrophosphate (HMB-PP) à des concentrations de l’ordre du picomolaire267. HMB-PP est 
produit par de nombreuses bactéries et le TCR des cellules T Vγ9Vδ2 sert donc de senseur de 
la présence de ces bactéries. Un autre ligand de ces cellules est l’isopentenyl pyrophosphate 
(IPP) qui est un intermédiaire de la voie de synthèse des isoprénoides dans les cellules 
eucaryotes. Certaines tumeurs sont ainsi reconnues par les cellules Vγ9Vδ2 à cause de 
l’accumulation d’IPP dans les cellules tumorales268,269. En plus de ces antigènes non 
peptidiques, les cellules T Vγ9Vδ2 reconnaissent aussi un complexe ATP-ase 
mitochondrial/Alipoproteine A-I que l’on retrouve à la surface de certaines tumeurs270. Enfin, 
les ligands reconnus par le TCR des cellules Vδ1 peuvent être des lipides présentés par des 
molécules de la famille CD1271 et les protéines de stress MICA et MICB272,273. 
Les cellules T γδ expriment aussi des récepteurs de la famille NK comme NKG2D, 
NKG2A ou NKG2C254. Si NKG2D est un récepteur activateur qui reconnait les protéines de 
stress comme MICA et MICB, NKG2A et NKG2C sont des récepteurs inhibiteurs qui 
reconnaissent les molécules de HLA dont l’expression est souvent diminuée lors d’infections 
virales. Les cellules T γδ expriment également des TLR274 qui leur permettent de servir de 
senseurs d’agents pathogènes. Les cellules T γδ possèdent donc en plus de leur TCR, une 
panoplie de récepteurs leur permettant de détecter un état de stress de l’hôte.  
6. Fonctions : 
Les fonctions effectrices des cellules T γδ sont proches de celles des cellules T αβ. 
Ainsi, les cellules T γδ activées utilisent les voies de cytotoxicité médiées par les récepteurs 
de mort ou par la perforine275,276. Les cellules T γδ peuvent lyser des macrophages infectés ou 
des cellules tumorales277. Par ailleurs, des cellules T γδ activées secrètent des cytokines pro-
inflammatoires comme de l’IFN-γ ou du TNF-α278.  Dans certaines conditions, elles peuvent 
aussi produire de l’IL-4279. Certaines cellules T γδ (les cellules portant le réarrangement δ1 
chez l’homme) sont capables de produire des cytokines particulières comme le « keratinocyte 
growth factor » ou le « connective tissue growth factor », leur conférant un rôle bien 
particulier dans le contrôle de l’intégrité de l’épithelium280. Il a enfin été montré que les 
cellules T Vγ9Vδ2 sont fortement activées in vitro par différents micro-organismes comme la 
bactérie Mycobacterium tuberculosis ou le parasite Plasmodium falciparum281,282. Enfin, les 
cellules T γδ portant la chaîne Vδ1 semblent être importantes pour combattre l’infection par le 
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CMV puisqu’elles sont plus nombreuses dans le sang de contrôles ayant été infectés par le 
CMV283.   
 
F. AUTRES LYMPHOCYTES T INNÉS : 
1. Les cellules NKT γδ murines : 
Une population particulière de cellules T γδ a été identifiée chez la souris. Il s’agit de 
la population portant le réarrangement Vγ1Vδ6.3 chez la souris B6. Cette population partage 
certaines propriétés avec les cellules iNKT, comme une localisation préférentiellement 
splénique et hépatique284, la production d’IL-4 et d’IFN-γ 285 et un phénotype activé 
CD44+CD62L-. On parle de cellules NKT γδ. Il a été montré que comme les cellules iNKT, 
les cellules NKT γδ  expriment le facteur de transcription PLZF286. Ce sont d’ailleurs les 
seules cellules T γδ murines exprimant PLZF. L’absence de PLZF n’entraîne pas de réduction 
drastique du nombre de cellules NKT γδ. Néanmoins, comme pour les cellules iNKT, les 
cellules NKT γδ en l’absence de PLZF ont un phénotype naïf et une production de cytokine 
altérée. Les cellules NKT γδ dépendent aussi de SAP pour leur développement puisque leur 
proportion et leur nombre est fortement réduit chez la souris SAP KO286. Néanmoins, la 
réduction n’est pas totale, ce qui indique l’existence d’autres voies permettant le 
développement de ces cellules, contrairement aux cellules iNKT. La population équivalente 
chez l’homme n’a pas été identifiée. Par ailleurs, toutes les cellules T γδ humaines expriment 
PLZF108. 
2. Cellules T CD8+ restreintes par H2-M3 chez la souris : 
H2-M3 est une molécule du CMH de classe Ib ayant une affinité toute particulière 
pour les peptides N-Formyl que l’on retrouve chez les procaryotes. H2-M3 est donc spécialisé 
dans la présentation de peptides d’origine bactériennne287. Ainsi les cellules T CD8+ 
reconnaissant des peptide bactériens présentés par H2-M3 sont importantes pour l’immunité 
contre Listeria monocytogenes288. Les cellules T CD8+ restreintes par H2-M3 (appelées HMT 
dans la suite) présentent des caractéristiques de lymphocytes innés : elles ont un phénotype 
activé (CD44+CD122+) même chez des souris naïves289 et elles produisent rapidement de 
l’IFN-γ suite  à une stimulation par CD3290. Elles précèdent les cellules T conventionnelles 
lors de l’infection de souris par Listeria monocytogenes et ne participent pas à la réponse 
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mémoire lors d’une deuxième infection291. Cependant, contrairement aux cellules iNKT et 
aux cellules MAIT, les cellules HMT présentent une diversité de TCR292. Des modèles murins 
ont montré que des ligands endogènes d’origine mitochondrienne peuvent servir pour la 
sélection positive des cellules HMT293. Les HMT présentent la particularité de pouvoir être 
sélectionnés sur des cellules épithéliales corticales, mais aussi sur des thymocytes294. 
L’acquisition du phénotype activé semble aussi dépendant de la flore, puisque des HMT de 
souris traitées dès la naissance avec des antibiotiques ont des marqueurs d’activation 
réduits295. Enfin, une étude de 2012 a montré que les cellules HMT sont dépendantes de l’IL-
15296.  
3. Cellules T CD4+ sélectionnées par des interactions thymocyte/thymocyte : 
L’idée que des thymocytes puissent supporter le développement de cellules T a été 
montrée lorsque des souris Rag2−/−γc
−/− ont été greffées avec des progéniteurs de sang de 
cordon humain. Ces souris ont en effet développé des cellules T CD4+ humaines. Cependant 
de manière surprenante, ces cellules ne répondaient pas à des CPA exprimant des CMH de 
classe II murins, mais humains. Ceci signifie donc que ces cellules se sont développées en 
utilisant du CMH de classe II humain et par conséquent qu’elles se sont développées sur des 
thymocytes plutôt que sur les cellules épithéliales corticales (cellules appelées T-T dans la 
suite)297. Pour vérifier si cette voie de développement existe chez la souris, plusieurs groupes 
ont forcé l’expression du CMH de classe II sur les thymocytes tout en l’empêchant sur les 
cellules épithéliales corticales. Ces souris transgéniques sont capables de produire des cellules 
T CD4+. Celles-ci sont CD44+ et ne sont pas des cellules iNKT puisqu’elles n’expriment pas 
majoritairement NK1.1 en périphérie298, et ont un TCR varié299. Elles partagent cependant 
certaines propriétés avec les cellules iNKT. Elles dépendent ainsi de la voie SLAM-
R/SAP/Fyn pour leur développement300, et produisent rapidement de l’IL-4 et de l’IFN-γ in 
vitro et in vivo301. Ces cellules peuvent aussi exprimer PLZF qui est alors, de la même 
manière que pour les cellules iNKT responsable de l’acquisition des caractéristiques innées 
(acquisition du marqueur CD44 et production de cytokines)302. Chez l’homme, ce processus a 
été montré comme étant physiologique. En effet, les thymocytes humains expriment du CMH 
de classe II303, permettant ainsi la sélection de cellules T par des interactions 
thymocyte/thymocyte. En étudiant l’expression de PLZF dans des thymus et rates fœtaux et 
néonataux, des chercheurs ont pu mettre en évidence une proportion de cellules T CD4+ 
exprimant PLZF (jusque 8% des thymocytes et 15 % des splénocytes)302. Les cellules T-T 
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expriment CD161 et sont de grandes productrices d’IFN-γ. Il ne s’agit ni de cellules iNKT ou 
MAIT, comme le montre leur fréquence bien supérieure à celles de ces cellules, leur non 
reconnaissance d’un tétramère de CD1d couplé à de l’αGalCer et la diversité de leur TCR. 
Ces cellules T-T sont plus nombreuses chez le fœtus et deviennent très rares dans le thymus 
de nouveau-nés.  
4. Lymphocytes Intra-épithéliaux CD8αα : 
La muqueuse intestinale est constamment exposée à des agents microbiens qui 
peuvent être de réels pathogènes ou des germes commensaux. La défense immunitaire est 
assurée, entre autres, par un ensemble de lymphocytes T intraépithéliaux (LIE). Les LIE se 
divisent classiquement en deux groupes sur la base de leur TCR et de leurs corécepteurs. Le 
type a exprime un TCR αβ avec les corécepteurs CD4 ou CD8αβ. Le type b (LIEb) exprime 
un TCR αβ ou γδ avec le co-récepteur CD8αα, et n’exprime pas les co-récepteurs classiques 
CD4 ou CD8αβ. La majorité des LIEb murins ont un phénotype activé/mémoire 
(CD44+CD69+CD122+) et expriment des récepteurs de la famille NK comme CD16, NK1.1, 
Ly49A, Ly49E et Ly49G2304. De manière remarquable, les LIEb portant un TCRαβ sont des 
cellules autoréactives305. Les LIEb dépendent fortement de l’IL-15 produite par les cellules 
épithéliales intestinales (CIE) pour leur maturation et leur homéostasie dans l’intestin306.  
5. Cellules T CD8+ innées chez la souris ITK KO : 
Chez la souris ITK KO, le développement des cellules T CD8+ est altéré que ce soit 
dans le thymus ou dans la rate307. Les cellules T CD8+ ont en effet un phénotype mémoire 
CD24-CD44+CD122+ et sont capables de produire rapidement de l’IFN-γ suite à une 
stimulation de leur TCR. Par ailleurs, ces cellules expriment le facteur de transcription Eomes 
qui est associé à l’expression de CD122, mais n’expriment pas le facteur T-bet qui est 
classiquement associé à la production d’IFN-γ par les cellules T CD8+308. Enfin tout comme 
les cellules iNKT, ces cellules T CD8+ sont sélectionnées non par des cellules épithéliales 
corticales, mais par des cellules hématopoïétiques et une proportion importante de ces cellules 
est sélectionnée par des molécules du CMH de classe Ib309.  
En raison de leur ressemblance avec des cellules innées, ces cellules ont été appelées T 
CD8 innées310. Il a été montré que le développement de ces cellules T CD8+ innées dépend de 
l’IL-4311. Les cellules iNKT et NKT γδ étant de grandes productrices d’IL-4, il a été proposé 
que les cellules iNKT des deux types puissent être à l’origine de l’apparition des cellules T 
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CD8+ innées. En effet, on peut voir une augmentation de l’expression de PLZF dans les 
thymocytes de la souris ITK KO, ce qui serait cohérent avec une augmentation de l’une ou de 
ces deux populations de cellules iNKT. Chez la souris ITK, on observe effectivement une 
expansion de la population de cellules NKT γδ312 alors que la population de cellules iNKT est 
diminuée avec un blocage au stade 2 de développement45. À partir d’expériences de chimères 
ou de souris doubles KO, plusieurs équipes ont montré que les cellules T CD8+ innées dans la 
souris ITK KO sont dépendantes de PLZF et de SAP311,313 ce qui est compatible avec la 
nécessité de ces deux facteurs pour avoir une population de cellules NKT (iNKT ou NKT γδ). 
Enfin, ces cellules sont également dépendantes de l’IL-15310. Chez l’homme, l’étude de cette 
population de cellules T CD8+ innées n’a pas été faite chez les patients mutés pour ITK. 
Néanmoins, chez les deux premières patientes décrites, la quantification de l’ARNm d’Eomes 
dans les cellules CD8+ des patients montre une très forte surexpression par rapport aux 
contrôles101. Ceci pourrait correspondre à l’apparition chez ces patientes de cette population 
de cellules T CD8+ innées. 
L’observation de cette population de cellules T CD8+ innée s’est faite dans des 
modèles de souris déficientes. La question de l’existence physiologique de cette population se 
pose alors. De manière intéressante, les différentes lignées de souris de laboratoire ont un 
nombre variable de cellules iNKT. Ainsi, la souris B6 est celle qui en a le moins alors que la 
souris BALB/c en possède le plus. De manière concordante, et à l’inverse de la souris B6, on 
retrouve chez la souris BALB/c une population CD8+ Eomes+T-bet-CD44+CD122+ qui 
produit de l’IFN-γ. De la même manière que chez la souris ITK KO, cette population de 
cellules T CD8+ innée dépend de l’IL-4 et de la présence des cellules iNKT311. Des 
populations similaires de cellules T CD8+ innées ont été mises en évidence dans d’autres 
modèles de souris avec des mécanismes similaires de développement : les souris 
SLP76 :Y145F, Klf2fl/flCd4Cre, Cbpfl/flLckCre et Id3-/-314. Selon le modèle, on a une expansion 
de la population iNKT ou NKT γδ qui permet l’apparition de la population de cellules T CD8+ 
innées grâce à leur production d’IL-4. 
Il existe donc chez l’homme ou chez la souris d’autres cellules T qui ont un phénotype 
inné. Ces cellules peuvent présenter les particularités d’être sélectionnées sur des cellules 
hématopoïétiques, d’être autoréactives, de dépendre de la voie SAP, de PLZF et de l’IL-15. 
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G. LES DÉFICITS IMMUNITAIRES PRIMITIFS : INTÉRÊT POUR L’ÉTUDE DES 
COMPOSANTS DU SYSTÈME IMMUNITAIRE : 
La compréhension du fonctionnement du système immunitaire, du rôle de ses 
différents composants, de leurs interactions, a notamment été permise par l’étude des déficits 
immunitaires primitifs. Par exemple, l’étude des déficits immunitaires combinés sévères a 
permis de souligner le rôle fondamental de l’immunité cellulaire dans la défense contre les 
infections virales et les infections opportunistes. De plus, la découverte d’anomalies 
génétiques à l’origine de ces déficits a permis une meilleure compréhension des étapes de la 
lymphopoïèse315.  
Par ailleurs, il a pu être montré que certaines pathologies étaient en rapport avec des 
anomalies d’homéostasie du système immunitaire. C’est le cas des lympho-histiocytoses 
familiales (FHL). Chez les patients atteints, il existe au cours d’une infection virale une 
expansion importante du compartiment T CD8+ qui persiste au cours du temps, alors que chez 
un sujet sain cette phase d’expansion est suivie d’une phase de contraction après la lyse des 
cellules infectées. La persistance d’une réponse CD8+ importante entraîne, par le biais de 
sécrétion de cytokines, une activation des macrophages, qui vont provoquer des lésions 
tissulaires, et phagocyter des éléments figurés du sang. Ce phénomène s’appelle 
« Hemophagocytic lymphohistiocytosis » (HLH). En l’absence de traitement spécifique, 
l’issue de ce processus peut être fatale. L’étude des familles atteintes a permis de mettre en 
évidence des mutations de gènes codant des protéines importantes pour la fonction 
cytotoxique des lymphocytes T. Ces protéines sont impliquées dans la voie d’exocytose des 
granules cytotoxiques ou participent à l’activité cytotoxique des granules. Il existe 
actuellement 6 gènes dont les mutations entraînent ce type d’anomalies, codant pour des 
protéines intervenant dans la lyse cellulaire (perforine), l’arrimage et la fusion des granules à 
la membrane (Munc13-4, syntaxine 11, Munc18-2, Rab27a) ou encore le trafic des granules 
(LYST)316. Ainsi, au cours d’une infection virale, le défaut de cytotoxicité des cellules T 
CD8+ entraîne une persistance de l’infection, une persistance de l’activation T, qui entraîne à 
son tour une activation des macrophages. Au cours de ces pathologies, le facteur déclenchant 
« classique » est une infection virale. Différents virus peuvent être impliqués. Cependant, 
l’infection n’est parfois pas identifiée. Une pathologie au cours de laquelle survient une 
hémophagocytose, mais uniquement chez des garçons, le syndrome de Purtilo, a été 
rapproché de ces FHL, mais comporte certaines particularités. 
 
   64 
H. LE SYNDROME DE PURTILO OU SYNDROME LYMPHOPROLIFERATIF LIE A L’X 
(XLP) : 
1. Historique : 
Ce syndrome a été décrit pour la première fois en 1975 par le docteur Purtilo qui 
rapportait le cas de la famille Duncan dans laquelle six garçons âgés de 2 à 19 ans étaient 
décédés des suites d’une immunodéficience combinée variable. L’histoire de cette famille 
était particulière car 3 des 6 garçons étaient décédés par la suite d’une primo-infection par le 
virus EBV, réalisant un tableau de « mononucléose infectieuse fatale ». En effet, la primo-
infection EBV, qui est habituellement asymptomatique ou entraîne des symptômes modérés 
(tels que fièvre, odynophagie et hépatosplénomégalie) d’évolution spontanément favorable, 
s’était compliquée d’un syndrome d’activation lympho-histiocytaire, comme l’attestait la 
présence à l’autopsie d’une infiltration diffuse et massive des organes hématopoïétiques, des 
intestins et du système nerveux central par des lymphocytes et des macrophages. Deux autres 
garçons étaient décédés d’un lymphome (de localisation iléale pour l’un, et cérébrale pour 
l’autre) et plusieurs patients avaient une hypogammaglobulinémie. Initialement appelée 
maladie de Duncan ou syndrome de Purtilo, la maladie a été renommée syndrome 
lymphoprolifératif lié à l’X ou XLP une fois le mode de transmission lié à l’X établi317,318. 
Deux causes génétiques ont depuis été identifiées et ont donné lieu à l’appellation XLP-1 et 
XLP-2. 
2. Le XLP de type 1 (XLP-1) causé par des mutations dans SH2D1A :  
En 1998, trois équipes ont mis en évidence chez des patients atteints de XLP des 
mutations hémizygotes du gène SH2D1A codant pour la protéine SAP319,320. Le déficit en 
SAP a été dénommé XLP-1. 
a) Description fondamentale de SAP : 
SAP est une molécule de 128 acides aminés constituée d’un domaine SH2 et d’une 
courte queue C-terminale. SAP et ses homologues, Ewing Sarcoma-associated transcript-2 
(EAT-2) et EAT-2-related transducer (ERT) sont tous les trois capables de réguler l’activité 
des SLAM-R. Cette famille comprend six membres : SLAM, 2B4, NTB-A, CRACC, CD84 et 
Ly9. Ces récepteurs sont tous constitués d’un domaine extracellulaire contenant deux 
domaines Ig-like (à l’exception de Ly9 qui en contient 4), un domaine transmembranaire et 
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une queue cytoplasmique contenant au moins 2 résidus tyrosines au sein de motifs 
« immunotyrosine switch motifs » (ITSM). Ces ITSM sont conformes à la séquence consensus 
TxYxxV/I et sont capables d’interagir avec SAP et d’autres molécules contenant un domaine 
SH2321. A l’exception de 2B4 qui se lie à CD48, les récepteurs de la famille SLAM sont leur 
propre ligand. De par sa liaison aux SLAM-R, SAP peut entrer en compétition avec d’autres 
protéines contenant des domaines SH2 comme SHP-1, SHP-2, SHIP-1 et Csk qui ont la 
capacité d’interagir avec les SLAM-R322. SAP a également une fonction adaptatrice vis-à-vis 
des SLAM-R en se liant au domaine SH3 de la tyrosine kinase FynT, permettant ainsi son 
recrutement aux SLAM-R323,324. Ainsi, SAP active FynT et permet la phosphorylation des 
résidus tyrosines contenus dans les domaines intra-cellulaires des SLAM-R. D’un point de 
vue structurel, SAP possède deux surfaces d’interaction. La première qui contient l’arginine 
32 permet la liaison aux SLAM-R. La seconde contient l’arginine 78 qui fixe FynT323. En 
2006, une étude de Chen R. a montré que la liaison de SAP et FynT n’est possible que si les 
SLAM-R sont engagés avec leur ligand. SAP se fixe alors aux récepteurs et change de 
conformation exposant l’arginine 78 permettant la fixation de FynT325.  
b) Expression de SAP : 
SAP est exprimée dans les lymphocytes T, les cellules NK, les cellules iNKT mais pas 
dans les neutrophiles, les monocytes ou les cellules B326. L’expression de SAP est modulée 
suite à l’activation lymphocytaire et augmente dans les lymphocytes T humains après une 
stimulation par un anti-CD3 ou par des mitogènes in vitro327,328. Cette augmentation est aussi 
observée in vivo suite à l’infection par l’EBV329. 
c) Défauts cellulaires associés à un déficit de SAP : 
Les défauts liés à l’absence de SAP sont similaires chez la souris et l’homme. De 
nombreux travaux ont permis de décrypter le rôle de SAP et des récepteurs associés dans le 
développement et la fonction de différents lymphocytes. Comme vu plus haut, le 
développement des cellules iNKT est dépendant de SAP chez l’homme et la souris. SAP est 
en effet nécessaire à la signalisation des récepteurs SLAM, tout particulièrement de SLAM et 
de NTB-A. Ainsi, la souris SAP KO n’a pas de cellules iNKT tout comme les patients XLP-
194,330. En l’absence de SAP, les cellules NK et T CD8+ sont en nombre normal94. Cependant, 
leur cytotoxicité est réduite quand elles sont co-stimulées par les récepteurs NTB-A ou 
2B4331,332. De manière intéressante, les ligands respectifs de ces récepteurs (NTB-A et CD48) 
   66 
sont surtout exprimés par des cellules hématopoiétiques333. Cette inhibition est dépendante de 
l’expression par les cibles des ligands des SLAM-R334. L’étude des cellules NK et T CD8+ de 
patients XLP-1 a montré que, sans SAP, l’action normalement activatrice de 2B4 et NTB-A 
devient inhibitrice pour la cytotoxicité vis-à-vis de cibles B infectées par l’EBV331,332.   
Le même type de phénomène se retrouve chez la souris SAP KO qui présente un 
défaut de cytotoxicité de ses cellules NK lorsqu’elles sont stimulées par CD48335. Le 
phénotype est accentué chez la souris déficiente pour les trois adaptateurs de la famille SAP 
(SAP, EAT-2 et ERT)336. Une réduction drastique de la cytotoxicité est observée chez la 
souris triple KO lorsque la cible est d’origine hématopoïétique. Cette spécificité est due à 
l’expression par les cellules hématopoïétiques de ligands des SLAM-R.  Ainsi, en l’absence 
des adaptateurs de la famille SAP, 2B4, NTBA, Ly9, CD84 et CRACC deviennent inhibiteurs 
de l’activité cytotoxique des cellules NK stimulées par NKG2D ou CD16. Même si le 
mécanisme d’inhibition en l’absence de SAP n’est pas totalement compris, une étude 
biochimique a dans le cas de 2B4 permis de montrer qu’en l’absence des adaptateurs de la 
famille SAP, l’activation de 2B4 par CD48 conduit à une phosphorylation de SHIP-1 qui est 
réduite en présence de SAP, EAT-2 et ERT. La figure 8 montre alors une explication possible 
au défaut de cytotoxicité observé en l’absence de SAP contre une cellule B/EBV. En se basant 
sur les études murines, on peut penser que l’absence de SAP permet le recrutement par les 
SLAM-R de molécules inhibitrices de la cytotoxicité comme SHIP-1. 
 
Figure 8 : Inhibition de la cytotoxicité en l’absence de SAP. Cette figure représente une possibilité se basant 
sur des études murines pour expliquer le défaut de cytotoxicité observé en l’absence de SAP contre une cible 
infectée par l’EBV. Figure d’après 316. 
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Par ailleurs, même si SAP n’est pas exprimée par les cellules B, on constate une 
diminution du nombre de cellules B mémoires associée à un défaut de commutation 
isotypique des immunoglobulines chez les patients XLP-1. On retrouve aussi une diminution 
des centres germinatifs dans leur rate, structures indispensables au bon développement des 
cellules B mémoires switchées337. L’IL-10 est une cytokine nécessaire à la survie et à la 
différenciation des cellules  B. Le défaut de production d’IL-10 par les cellules T CD4+ 
observées chez les patients SAP, lié à un défaut d’expression d’ICOS sur les cellules T 
CD4+338, peut donc expliquer l’absence de cellules mémoires switchées chez les patients 
XLP-1. Ces défauts T n’étant pas liés à l’infection par l’EBV, l’hypogammaglobulinémie peut 
être antérieure à l’infection par l’EBV339. La souris SAP KO présente également une 
diminution des lymphocytes B mémoires et une hypogammaglobulinémie, en rapport avec 
une altération de la fonction des cellules T CD4+340. L’utilisation de modèles murins a permis 
de mettre en évidence un contact réduit entre les cellules T CD4+ FH et les cellules B dans la 
rate341. En 2010, il a été montré que les interactions T/B dans la rate sont dépendantes des 
récepteurs CD84 et NTBA342. De manière intéressante, la formation des centres germinatifs 
est restaurée chez la souris SAP KO/NTB-A KO indiquant que le recrutement de SHP-1 par 
NTB-A en l’absence de SAP est majoritairement responsable du contact réduit entre cellules 
T CD4+ FH et cellules B97.  
Enfin, plusieurs études confèrent un rôle pro-apoptotique à SAP. Ainsi, Chen et al .ont 
montré que chez la souris SAP KO l’apoptose des cellules T CD8+ est réduite343. Le même 
type de résultats a ensuite été montré chez l’homme344,345. L’expression augmentée de SAP 
dans les cellules T activées328 pourrait ainsi participer à l’apoptose des cellules surnuméraires 
lors de la contraction de la réponse immunitaire. 
La capacité moindre des cellules NK et des cellules T CD8+ à tuer des cellules 
infectées par l’EBV  peut ainsi résulter en une activation prolongée des cellules cytotoxiques, 
ce qui pourrait entraîner le HLH. Le rôle pro-apoptotique de SAP pourrait aussi intervenir 
dans l’apparition du HLH chez les patients XLP-1. En effet, suite à l’infection par l’EBV, la 
contraction de la réponse immunitaire pourrait se faire moins efficacement à cause d’une 
apoptose réduite. 
3. Le XLP de type 2 (XLP-2) causé par des mutations dans XIAP : 
En 2006, notre équipe a mis en évidence une seconde anomalie génétique à l’origine 
des syndromes XLP chez des patients ne portant pas de mutation de SH2D1A. Dans trois 
   68 
familles au sein desquelles plusieurs garçons avaient une pathologie évocatrice d’un XLP, des 
mutations du gène XIAP ont été mises en évidence346. Ce gène code pour la protéine XIAP 
(X-Linked Inhibitor of Apoptosis Protein) qui appartient à la famille des protéines inhibitrices 
de l’apoptose (IAP pour Inhibitor of Apoptosis Proteins). Le déficit en XIAP a été dénommé 
XLP-2. Dans le XLP-2, comme dans le XLP-1, le syndrome hémophagocytaire déclenché par 
l’EBV est la manifestation clinique la plus fréquente. Néanmoins, les deux déficits présentent 
des différences cliniques347. Tout d’abord, la survenue de lymphomes, associés ou non à 
l’EBV, observée chez 30% des patients atteints de XLP-1, n’a jamais été rapportée chez les 
patients atteints de XLP-2. Une autre différence importante est l’existence de colites 
hémorragiques chez 25% des patients XLP-2, alors que cette complication n’est pas rapportée 
au cours du XLP-1. D’un point de vue histologique, les anomalies associées à cette colite 
hémorragique vont d’un aspect inflammatoire non spécifique à des lésions granulomateuses 
comme celles observées au cours de la maladie de Crohn. Les deux syndromes présentent 
également des différences au niveau de la physiopathologie. Ainsi l’hémophagocytose 
rencontrée au cours du syndrome XLP-1 peut être attribuée à un défaut de cytotoxicité des 
lymphocytes T CD8+ et NK (de par une mauvaise signalisation des SLAM-R), rapprochant ce 
syndrome des lymphohistiocytoses familiales. Pour le moment, chez les patients déficients en 
XIAP, aucun défaut de cytotoxicité n’a été rapporté, posant la question de la physiopathologie 
de ce syndrome. 
a) La protéine XIAP : 
XIAP est une protéine de 497 acides aminés chez l’homme, contenant trois domaines 
BIR (Baculovirus IAP repeats), un domaine UBA (Ubiquitin Binding) et un domaine RING 
(Really Interresting New Gene) finger ayant une activité d’ubiquitine ligase. L’expression de 
XIAP est ubiquitaire. Le rôle le mieux décrit de XIAP est un rôle dans le phénomène 
d’apoptose. Avant d’aborder ce rôle antiapoptotique de XIAP, nous ferons quelques rappels 
sur l’apoptose. 
 
I. L’APOPTOSE : 
1.  Généralités : 
L’apoptose est un processus physiologique par lequel les cellules surnuméraires, non-
fonctionnelles ou indésirables sont éliminées de l’organisme. De cinquante à soixante-dix 
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milliards de cellules meurent ainsi chaque jour chez un adulte. L’apoptose est un processus de 
mort programmée et correspond à une mort silencieuse. L’intégrité de la membrane 
plasmique est maintenue pendant tout le processus (à la différence de ce qui se produit lors de 
la nécrose), empêchant le déclenchement d’une réponse inflammatoire. La marginalisation et 
la condensation de la chromatine le long de la membrane nucléaire aboutissent à la 
dégradation de l’ADN en fragments de haut poids moléculaire. Des corps apoptotiques 
contenant une partie du cytoplasme, des organites et des fragments nucléaires sont ensuite 
formés par bourgeonnement de la membrane plasmique. Simultanément, on observe une 
réorientation des molécules de phosphatidylsérines du feuillet interne de la membrane 
plasmique vers le feuillet externe. L’exposition de ces phospholipides à la surface de la 
membrane va permettre la reconnaissance puis la phagocytose de ces corps apoptotiques par 
les macrophages présents dans le tissu environnant348. Cette mort programmée de la cellule 
nécessite l’intervention d’acteurs spécialisés parmi lesquels on retrouve les caspases. 
2. Les caspases, les molécules effectrices de l’apoptose : 
Les caspases sont les éléments centraux de la réponse apoptotique. Elles doivent leur 
nom à leurs propriétés catalytiques : cysteine-aspartic acid specific proteases. Les caspases 
sont en effet des protéases à cystéine et clivent leur substrat au niveau d’un site consensus 
constitué d’un acide aspartique en position 1 en C-terminale : XXX/Asp349. Leur rôle dans 
l’exécution d’un signal de mort a été mis en évidence lors de l’identification et du clonage du 
gène pro-apoptotique ced-3 du ver Caenorhabditis elegans. La première caspase humaine 
identifiée est l’interleukine-1β processing enzyme350. Il y a 14 caspases identifiées chez les 
mammifères. On retrouve les caspases 1 à 10 et 14 chez l’homme. Parmi les caspases 
identifiées chez l’homme, sept ont un rôle avéré dans l’apoptose. Il s’agit des caspases 2, 3, 6, 
7, 8, 9 et 10351.  
Les caspases sont exprimées sous forme de pro-enzymes inactives qui contiennent 
trois domaines : un prodomaine N-terminal, une grande sous-unité contenant le site actif à 
cystéine et une petite sous-unité C-terminale. Un site de clivage contenant un acide aspartique 
sépare le prodomaine de la grande sous-unité (d’une taille d’environ de 20 kDa). Enfin un 
linker contenant un ou deux acide aspartiques lie la grande à la petite sous-unité (d’une taille 
d’environ de 10 kDa). La présence d’acide aspartique au niveau des domaines de liaisons 
entre les trois parties des caspases permet l’auto-activation des caspases ou l’activation par 
d’autres caspases lors de boucles d’amplification. Les caspases sont rendues complètement 
   70 
actives par deux clivages. Le premier clivage sépare grande et petite sous-unité. Le deuxième 
clivage sépare le prodomaine N-terminal. La caspase active est alors constituée d’un 
tétramère contenant deux petites et deux grandes sous-unités352. On peut différencier les 
caspases selon la taille de leur prodomaine : 
- Les caspases à long prodomaine correspondent aux caspases initiatrices ou 
régulatrices. Ce groupe contient les caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, et 13.  
- Les caspases à prodomaine court : Il s’agit de caspases effectrices. Ce sont les 
caspases 3, 6, 7 et 14. Elles sont activées par clivage par d’autres caspases ou par le granzyme 
B 353.  
Au cours de l’apoptose, les caspases initiatrices vont être rendues actives par 
l’intégration de signaux de mort. Elles vont à leur tour cliver les caspases effectrices qui vont 
cliver leurs substrats354. Ceux-ci sont au nombre de plusieurs centaines et sont divers : 
protéines de la réparation, du métabolisme, protéines du cytosquelette ou encore lamines 
nucléaires355. 
3. Les deux voies de déclenchement de l’apoptose : 
a) La voie intrinsèque de l’apoptose ou voie mitochondriale : 
La voie intrinsèque de l’apoptose est déclenchée suite à de nombreux signaux comme 
des dommages de l’ADN, des drogues, du stress oxydatif ou un sevrage en cytokine. 
L’apoptose mitochondriale est régulée par des interactions moléculaires entre différents 
membres de la famille Bcl-2. Les membres de cette famille peuvent être divisés en protéines 
anti- et pro-apoptotiques. Les protéines anti-apoptotiques sont Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w et 
A1. Les membres pro-apoptotiques comptent Bax, Bak et Bok, Bim, Bmf, PUMA, NOXA, 
Bad et Bid. L’intégration de signaux de mort va conduire à l’expression de Bim  et de 
PUMA356 qui sont transloquées à la membrane mitochondriale. Elles interagissent alors avec 
Bcl-2 et Bcl-xL, libérant ainsi Bax et Bak qui forment des pores dans la mitochondrie et 
permettent le relargage d’un ensemble de molécules pro-apoptotiques appelées « soluble inter 
membrane mitochondrial proteins » (SIMP) de la mitochondrie vers le cytoplasme. Parmi ces 
protéines, on trouve le cytochrome c et l’Apoptosis peptidase activating factor-1 (Apaf-1). 
Apaf-1 en l’absence de signal apoptotique est sous forme repliée. Une fois libéré dans le 
cytosol, Apaf-1 lie le cytochrome c et adopte une configuration dépliée. Suite à ce 
changement de conformation et en présence d’ATP, Apaf-1 est capable de s’heptamériser 
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pour former une structure appelée apoptosome. Ce complexe recrute et active alors la 
procaspase-9 qui ainsi activée va à son tour cliver la pro-caspase3 et ainsi initier la cascade 
apoptotique357.  
b) La voie extrinsèque ou la voie des récepteurs de mort : 
La voie extrinsèque déclenche l’apoptose suite à la liaison par des récepteurs de mort 
de leur ligand. Les récepteurs de mort font partie de la superfamille de récepteurs du TNF et 
sont caractérisés par des domaines extracellulaires riches en cystéine importants pour 
l’interaction récepteur/ligand358. Tous ces récepteurs de mort contiennent également une 
séquence cytoplasmique homologue appelée Death Domain (DD) qui sert à la transduction du 
signal de mort. C’est le cas du récepteur Fas (CD95) et des récepteurs TRAIL-R1 (DR4) et 
TRAIL-R2 (DR5)359,360.  
Fas est largement exprime à la surface des cellules de l’organisme avec une expression 
plus importante sur les lymphocytes T361. L’expression du ligand de Fas, FasL, est restreinte à 
certains types cellulaires comme les cellules T activées362 et les cellules NK363. La liaison de 
FasL à Fas induit la trimérisation du récepteur Fas. Ce trimère peut alors fixer la protéine 
adaptatrice Fas-associated death domain protein (FADD) via sa région cytoplasmique. 
FADD recrute alors la procaspase 8. L’ensemble Fas/FADD/Procaspase 8 forme ce que l’on 
appelle le Death-inducing signaling complex (DISC). La formation du DISC conduit à 
l’autoclivage de la procaspase 8. La caspase 8 activée est alors relâchée dans le cytosol et 
déclenche une cascade protéolytique faisant intervenir la caspase 3 et Bid, ce qui conduit à 
l’apoptose348 
. La caspase 10 est aussi recrutée au niveau du DISC, mais son rôle semble moindre 
que celui de la caspase 8364. 
DR4 et DR5 peuvent lier un ligand commun, TRAIL qui  induit leur trimérisation et le 
recrutement du DISC, comme dans le cas de la stimulation de Fas par FasL et ainsi 
l’induction de l’apoptose365–367.  
Les composants du DISC sont présents dans le cytoplasme mais l’apoptose n’est 
initiée que suite à la réception par la cellule d’un signal de mort. Cela permet de déclencher 
très rapidement, si besoin est, la voie apoptotique puisque les protéines de signalisation sont 
déjà synthétisées. 
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4. Apoptose dans le système immunitaire périphérique : 
L’apoptose permet le contrôle de l’homéostasie lymphocytaire et de la tolérance 
centrale et périphérique. Il existe deux principaux mécanismes d’élimination des cellules T en 
périphérie : la mort cellulaire induite par l’activation (AICD pour Activation Induced Cell 
Death), et la mort autonome des lymphocytes T activés (ACAD pour Activated T Cells 
Autonomous Death). L’activation optimale d’une cellule T naïve se fait lors de la 
reconnaissance d’un complexe CMH/antigène par le TCR et en présence de molécules co-
stimulatrices sur une CPA. Cette reconnaissance déclenche l’expansion des cellules T, la 
rapide production d’IL-2 et l’augmentation de l’expression de surface du récepteur de haute 
affinité à l’IL-2, CD25. En plus d’autres facteurs, l’abondance relative de l’antigène et de 
l’IL-2 dans l’environnement des cellules T va alors décider de leur survie ou de leur entrée en 
apoptose368. 
a) AICD : 
Quand l’antigène et l’IL-2 sont abondants, la réactivation du TCR d’une cellule T 
activée peut déclencher le processus autorégulateur d’AICD. Ce phénomène a été observé la 
première fois dans des cultures d’hybridomes mis en présence de CPA369. L’AICD nécessite 
la présence d’IL-2 et est ainsi un mécanisme d’autorégulation négative dans le contexte d’une 
réponse immunitaire. Ce processus d’élimination antigène-spécifique permet de limiter les 
effets délétères d’une expansion excessive de cellules T effectrices (auto-immunité, 
hyperactivation non spécifique…). De manière concordante, les souris déficientes en IL-2 ou 
IL-2R développent des cellules T autoréactives clonales370,371. Le récepteur Fas a par la suite 
été impliqué de manière formelle dans l’AICD par plusieurs études montrant que la 
stimulation du TCR de cellules T induit l’expression de FasL à la surface des cellules et que 
le blocage de l’interaction Fas/FasL protège les cellules de l’AICD372. FasL n’est d’ailleurs 
pas exprimé par des lymphocytes à l’état quiescent, mais son expression est induite par 
l’activation du TCR de manière IL-2 dépendante373.  
b) ACAD : 
Il existe un autre mécanisme de contraction de la réponse immunitaire qui intervient 
une fois que le pathogène a été éliminé et que le niveau d’IL-2 dans la circulation diminue : il 
s’agit du phénomène d’ACAD. L’ACAD dépend de la voie intrinsèque de l’apoptose. La 
déprivation en IL-2 entraîne en effet la diminution de l’expression de Mcl-1. Cette diminution 
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libère Bim et lui permet d’activer Bax et Bak qui vont provoquer le relargage des SIMP par la 
mitochondrie et ainsi provoquer l’apoptose de la cellule374. 
L’AICD et l’ACAD sont les deux voies d’apoptose permettant la régulation de la 
population de lymphocytes T activés et potentiellement dangereux pour l’organisme une fois 
une réponse immunitaire terminée. 
5. La régulation de l’apoptose : 
Il est indispensable que l’apoptose soit régulée pour éviter un défaut ou un excès 
d’apoptose qui sont délétères pour l’organisme. Il existe plusieurs mécanismes de régulation 
de l’apoptose qui interviennent à différents niveaux. Tout d’abord, la molécule c-FLIP est un 
compétiteur de la caspase 8 au niveau du DISC375. Par ailleurs, l’expression de 
récepteurs leurres ou decoy receptors (DcR) est un autre moyen mis en place par la cellule 
pour réguler l’activation de l’apoptose. TRAIL reconnaît ainsi DcR1 et à DcR2376,377.  Ces 
deux récepteurs n’ont pas la queue cytoplasmique nécessaire à la transduction du signal en 
aval. Il existe aussi un récepteur leurre de FasL, DcR3, exprimé sous forme soluble et capable 
d’inhiber l’apoptose en empêchant la liaison de  FasL à Fas. La voie mitochondriale est quant 
à elle finement régulée par les membres de la famille Bcl-2. Enfin, il existe un autre 
mécanisme de régulation de l’apoptose à la fois sur la voie extrinsèque et sur la voie 
intrinsèque : il s’agit de la famille des IAP. 
a) Les IAP :  
La découverte des IAP débute en 1993 avec celle de la protéine virale IAP du 
baculovirus qui a la propriété d’inhiber l’apoptose de cellules d’insectes infectées378. Depuis, 
des homologues ont été identifiés chez la levure, les nématodes, la drosophile et les vertébrés 
supérieurs. Les membres de cette famille sont caractérisés par la présence d’un nombre 
variable de motifs BIR. Les BIR sont une séquence d’environ 70 acides aminés qui contient le 
motif caractéristique CX2CX6HX6C capable de fixer un zinc via des résidus histidine et 
cystéine. Il y a trois domaines BIR, nommés BIR1, BIR2 et BIR3 classés selon leur évolution 
phylogénétique. Les IAP peuvent contenir d’autres domaines structurels comme un domaine 
RING qui possède une activité E3 ubiquitine ligase permettant la dégradation de protéines 
cibles via le protéasome ou un domaine CARD (caspase activation recruitment domain) qui 
permet des interactions protéine/protéine. Les IAP peuvent aussi avoir un domaine UBiquiting 
Associated (UBA) qui permet de lier des monomères ou des polymères d’ubiquitine. Enfin, 
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on peut aussi retrouver dans certaines IAP un domaine UBiquitin-Conjugating (UBC), un 
domaine riche en Leucine (LRR), un domaine NACHT ou un domaine coiled-coil379. 
Chez l’homme, la famille des IAP compte 8 membres qui ont de 1 à 3 domaines BIR 
dans leur domaine N-terminal. Il s’agit des protéines NAIP (neuronal apoptosis-inhibitory 
protein), cIAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1), cIAP2 (cellular inhibitor of 
apoptosis protein 2), XIAP (X-linked IAP), Survivin, Bruce, ML-IAP (melanoma-IAP), ILP2 
(IAP-like Protein), aussi appelées BIRC1 à 8 respectivement380. La figure 9 représente la 
structure des IAP humaines. Les trois IAP les plus étudiées sont XIAP, cIAP1 et cIAP2. 
 
Figure 9 : Structure des IAP humaines. La famille humaine des IAP compte huit membres. Le point commun 
est la présence de un à trois domaines BIR.  Les trois IAP les mieux connues sont cIAP1, cIAP2et XIAP. Figure 
issue de 379. 
Il a été montré que les IAP sont capables d’inhiber l’apoptose que ce soit par la voie 
intrinsèque ou extrinsèque381. Il a initialement été pensé que les IAP exerçaient leur fonction 
anti-apoptotique in vivo en se liant directement aux caspases. Il a néanmoins été montré par la 
suite que seule XIAP est capable de se lier directement aux caspases 3, 7 et 9382.  
XIAP se lie ainsi à la caspase 9 par son domaine BIR3. Celui-ci se fixe à la partie N-
terminale de la petite sous-unité de la caspase 9 activée. La liaison de XIAP à la sous-unité de 
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la caspase 9 activée empêche la dimérisation de celle-ci et donc son activité catalytique383,384. 
Pour les caspases 3 et 7, leur inhibition par XIAP fait intervenir la région linker entre les 
domaines BIR1 et BIR2 de XIAP. Ce linker se lie au site de fixation des substrats des 
caspases 3 et 7 activées. Le BIR2 de XIAP peut aussi interagir avec les parties N-terminales 
des caspases 3 et 7 activées385–387. Par ailleurs, des études ont montré que XIAP est capable 
d’ubiquitiner in vitro les caspases 3, 7 et 9 et in vivo la caspase 3388. L’inhibition des caspases 
3, 7 et 9 par XIAP in vitro ou dans des conditions de surexpression ne nécessite pas de 
domaine RING fonctionnel 389. Néanmoins, celui-ci est important pour avoir une activité anti-
apoptotique complète in vivo390.  XIAP peut donc inhiber le fonctionnement des caspases d’au 
moins deux façons : en se liant directement à elles ou en entraînant leur dégradation.  
Contrairement à XIAP, cIAP1 et cIAP2 ne peuvent pas se lier de manière directe aux 
caspases382. Néanmoins, elles jouent un rôle dans l’inhibition des caspases en se liant avec 
une forte affinité à la molécule Smac (cf. paragraphe suivant), l’empêchant ainsi d’inhiber 
l’action de XIAP. De plus, cIAP1 et cIAP2 sont capables par leur domaine RING 
d’ubiquitiner les caspases 3 et 7391. Enfin, cIAP1 est capable d’ubiquitiner Smac entraînant 
ainsi sa dégradation392. 
b) Régulation des IAP : 
Les IAP sont hautement régulées au sein de la cellule. Celle-ci doit en effet entrer en 
apoptose si nécessaire, mais doit pouvoir survivre à des défauts mineurs et réparables. Les 
inhibiteurs endogènes d’IAP ont tout d’abord été découverts chez la drosophile393. Chez les 
mammifères, six protéines ont été identifiées comme inhibiteur des IAP : Smac, Omi/HtrA2, 
ARTS, XAF-1, Nrdp1  et NRAGE379. Les inhibiteurs d’IAP les mieux connus sont Smac et 
Omi/HtrA2. Suite au déclenchement de l’apoptose, Smac et Omi/HtrA2 sont relâchées de la 
mitochondrie dans le cytosol. Smac peut se lier aux BIR2 et BIR3 de XIAP l’empêchant ainsi 
de lier les caspases394,395. Omi/Htra2 est elle aussi capable de se lier à XIAP et d’empêcher 
son action antiapoptotique396.  
XIAP peut par ailleurs s’auto-ubiquitiner en réponse à des signaux apoptotiques ce qui 
entraîne sa dégradation par le protéasome388,397. Par ailleurs, cIAP1 est aussi en mesure 
d’ubiquitiner cIAP2 et XIAP398 ce qui permet probablement d’avoir une régulation fine de la 
balance entre les différentes IAP au sein de la cellule. Enfin, il a été montré que XIAP est un 
des substrats des caspases activées et que le déclenchement de l’apoptose peut conduire au 
clivage de XIAP389. 
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La protéine XIAP est donc un inhibiteur puissant de l’apoptose. D’ailleurs, on la 
retrouve surexprimée dans de nombreux cancers379 et de nombreuses études ont montré que 
XIAP est une cible thérapeutique dans le traitement de différents cancers. C’est pourquoi une 
déficience en XIAP peut expliquer l’absence de lymphomes chez les patients XLP-2 alors que 
ceux-ci sont retrouvés chez les patients déficients pour SAP. 
6. Fonctions non apoptotiques des IAP : 
Hormis leur rôle antiapoptotique, les IAP interviennent de manière prépondérante dans 
d’autres mécanismes physiologiques. 
a) Signalisation : 
Le rôle des IAP dans la signalisation cellulaire a été proposé quand en 1995 il a été 
montré que cIAP1 et cIAP2 s’associent à la molécule TNFR2. Ces deux IAP se lient 
directement à TRAF1 et TRAF2, deux molécules impliquées dans la transduction des signaux 
médiés par le TNF. Cette interaction se fait via le BIR1 des cIAP. cIAP1 et cIAP2 peuvent 
ubiquitiner TRAF2 et TRAF1 respectivement et induire ainsi leur dégradation par le 
protéasome399,400. 
XIAP est quant à elle impliquée dans plusieurs voies de transduction de signaux : la 
voie des c-Jun-N-terminal kinases (JNK)401,402, la voie du TGF-β403 et la voie du Bone 
morphogenetic protein (BMP)404. Cette action se fait par l’interaction du BIR1 de XIAP avec 
TAB1. D’ailleurs, la voie du TGF-β régule également l’expression de la protéine XIAP405. 
Plus récemment, XIAP a aussi été impliquée dans le métabolisme intracellulaire du cuivre en 
interagissant avec COMMD1. XIAP se fixe sur COMMD1 via son BIR3 et peut entraîner sa 
dégradation406. 
b)  La voie NF-κB : 
cIAP1 et cIAP2 régulent toutes deux la voie canonique et la voie non canonique de 
NF-κB de manière opposée : elles régulent positivement la voie canonique407 et sont 
nécessaires à la suppression de l’activation constitutive de la voie non canonique408,409. Même 
si son rôle est moins documenté que pour cIAP1 et cIAP2, XIAP joue également un rôle dans 
l’activation de la voie NF-κB. Ainsi, XIAP active la voie NF-κB en interagissant via son 
BIR1 avec TAB1410 et en interagissant avec le régulateur négatif de la voie NF-κB, 
COMMD1411.  
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c) Les IAP et l’immunité innée : 
Les IAP interviennent enfin dans l’immunité innée, en interagissant avec des 
récepteurs de l’immunité innée ou des molécules impliquées dans la voie de signalisation de 
ces récepteurs. Il a été montré que les IAP interviennent dans la voie des récepteurs NOD1 et 
NOD2, qui sont des récepteurs intra-cytosoliques reconnaissant des fragments du 
peptidoglycane. Chez l’homme, XIAP interagit avec NOD1 et NOD2 via RIP2412; dans des 
lignées cellulaires monocytaires, la stimulation de la voie NOD2 aboutit à la production de 
cytokines pro-inflammatoires. Cette réponse est abolie lorsque XIAP est absente. De même, 
l’inhibition de l’expression de XIAP entraîne un défaut de réponse de la voie NOD1 dans les 
cellules  épithéliales digestives. Cette interaction se fait via le BIR2 de XIAP. Récemment, 
XIAP a aussi été impliqué dans la voie de signalisation de NOD2 chez la souris413. Chez 
l’homme et la souris, cIAP1 et cIAP2 sont aussi impliquées dans la voie de signalisation de 
NOD1 et de NOD2. La souris déficiente en cIAP1 ou cIAP2 a en effet un défaut de réponse in 
vitro mais aussi in vivo au DAP et au MDP, le ligand de NOD1 et de NOD2 
respectivement414.  
 Les cIAP pourraient également intervenir dans la voie de signalisation du TLR4 en 
favorisant la dégradation de TRAF3, permettant ainsi la translocation du complexe MyD88 
dans le noyau, et la réponse inflammatoire415. Enfin les cIAP interagissent avec un autre type 
de récepteurs cytoplasmique de l’immunité innée, RIG1, qui reconnaît des ARN doubles brins 
par son domaine hélicase416. Ainsi, dans des cellules dendritiques humaines, l’absence des 
cIAPs altère la production d’IFN-β en réponse à une infection par le virus de Sendai qui est 
reconnu par RIG-1417. 
Les IAP et en particulier XIAP interviennent donc dans d’autres voies que l’apoptose. 
La figure 10 ci-dessous résume les principales interactions de XIAP. 
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Figure 10 : Schéma représentant les interactions principales de XIAP. La protéine XIAP intervient dans de 
nombreuses voies de signalisation par ses différents domaines.  
7. La souris déficiente en XIAP : 
a) Génération : 
La souris XIAP KO a été générée en 2001 par Harlin et al. par recombinaison 
homologue en remplaçant le premier exon de XIAP par un gène de résistance à la 
néomycine418. Le choix de l’exon 1 permet d’enlever les 2 premiers domaines BIR et la 
moitié du troisième. En utilisant un anticorps en C-terminal les auteurs ont montré que la 
souris n’exprime pas de protéine résiduelle. Une deuxième souris XIAP KO a été décrite en 
2005. Elle a été obtenue en remplaçant les deux premiers exons de XIAP par un gène de 
résistance à la néomycine419. De la même manière que la première souris KO décrite, cette 
souris n’exprime pas de protéine résiduelle. Sur le plan cellulaire, il n’a pas été mis en 
évidence chez ces souris de défaut T ou B, ni de défaut de formation des centres germinatifs 
et elles ont un nombre de cellules iNKT normal346,420. 
b) Pas de phénotype apoptotique clair : 
Les premières observations n’ont révélé aucune anomalie chez la souris XIAP KO. 
Une série de tests a alors été effectuée afin de mettre en évidence un défaut chez la souris 
KO : prolifération des cellules lymphoïdes, immunisation par le keyhole limpet hemocyanin, 
apoptose de thymocytes et splénocytes suite à une  irradiation par des rayons UV et des 
rayons gamma, apoptose suite à la stimulation de Fas de thymocytes DP, apoptose des 
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thymocytes DP suite à injection d’anti-CD3, activation des voies JNK dans des thymocytes ou 
des MEF (mouse embryonic fibroblasts). Dans toutes les expériences, les souris XIAP KO ont 
répondu de la même manière que les souris sauvages418.  Le seul phénotype rapporté par les 
auteurs de cette étude est une expression plus forte de cIAP1 et cIPA2 dans des fibroblastes 
embryonnaires suggérant ainsi un mécanisme de compensation de l’absence de XIAP par ces 
deux autres IAP. Néanmoins, une étude ultérieure n’a pas reproduit ces résultats421.  
Malgré ces premiers résultats neutres, des études ultérieures ont pu mettre en évidence 
des différences de comportement de certains types cellulaires dans des conditions bien 
particulières.  Par exemple, la micro-injection cytosolique de cytochrome c dans des neurones 
sympathiques provoque leur mort en l’absence de XIAP uniquement422. Le même type de 
résultat a aussi été trouvé sur des cardiomyocytes423. L’équipe de Olayioye a montré en 2004 
un retard de développement alvéolaire des glandes mammaires en fin de gestation ainsi 
qu’une diminution de la production de lait en tout début de lactation419. En 2008, l’équipe de 
Duckett rapportait également une augmentation de l’apoptose médiée par le TNF et par la 
voie mitochondriale dans des fibroblastes pulmonaires424.  
c) Des défauts de réponses aux infections : 
Lors de leur génération, les souris ont été infectées par Leishmania major et ont 
répondu de la même manière que les souris sauvages. Il a cependant été montré en 2008 que 
l’absence de XIAP entraîne une mauvaise réponse à l’infection par Listeria monocytogenes. 
Le titre bactérien à 48h post infection est supérieur et la survie des souris KO est diminuée. 
XIAP joue alors un rôle d’activation de la voie NF-κB dans les macrophages infectés et 
prolonge la voie de signalisation des JNK en réponse aux bactéries cytosoliques. De plus, 
XIAP permet l’induction efficace de cytokines pro-inflammatoires suite à l’infection par 
Listeria monocytogenes in vitro et in vivo425.  Enfin, des fibroblastes embryonnaires issus de 
souris XIAP KO infectés par le virus MHV-68 meurent 72 h après l’infection alors que les 
cellules de souris sauvages survivent. Par ailleurs, la résistance des cellules KO à l’infection 
est restaurée en complémentant avec une copie fonctionnelle du gène XIAP. Cette restauration 
n’a plus lieu si on utilise une forme mutée qui empêche la liaison aux caspases420,426. La mort 
des cellules XIAP KO est donc due à un phénomène apoptotique. 
 
La souris XIAP KO, présente donc des défauts de réponse des récepteurs de 
l’immunité inné. Son phénotype apoptotique est lui beaucoup moins clair puisqu’il n’est 
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révélé que dans des conditions bien particulières. Il semblerait donc que le rôle de XIAP dans 
l’apoptose ou la régulation de l’apoptose soient différents chez l’homme et la souris posant 
alors la question de la validité du modèle de souris XIAP KO pour l’étude du XLP-2. 
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Projet de thèse :  
L’unité 768 de l’INSERM étudie les déficits immunitaires primitifs de l’enfant. Notre 
équipe s’intéresse plus particulièrement à l’étude du syndrome de Purtilo, ou syndrome 
lymphoprolifératif lié à l’X. Nous avons mis en évidence en 2006 des mutations dans le gène 
XIAP responsables du XLP-2346. Nos connaissances actuelles indiquent que l’absence de SAP 
et de XIAP conduit à des défauts fonctionnels et cellulaires bien distincts, à l’exception du 
déficit en lymphocytes iNKT qui, pour le moment, représente le seul défaut commun aux 
patients déficients pour SAP et pour XIAP 
Si plusieurs études ont montré que SAP est nécessaire au développement des cellules 
iNKT lors de leur sélection positive dans le thymus, le rôle exact de XIAP dans le 
développement et l’homéostasie des cellules iNKT reste à être déterminé. Mon travail de 
thèse, dans une première partie, a consisté à comprendre le rôle de XIAP dans le 
développement et l’homéostasie des cellules iNKT.  
De plus, si les défauts moléculaires à l’origine du syndrome de Purtilo commencent à 
être connus, la physiopathologie de ce syndrome, et plus particulièrement la réponse 
immunitaire anormale contre l’EBV, est toujours mal comprise. Or, deux virus de la famille 
des γ-herpesvirus, HSV-1 et HHV-8 ont la propriété d’interférer avec l’expression de CD1d à 
la surface des cellules 214,215, et la vaccination contre un autre virus de cette famille, le VZV a 
déclenché une varicelle sévère chez deux patients qui ne présentent pas d’autres anomalies 
qu’un nombre réduit de cellules iNKT204,205. Comme l’EBV est aussi un virus de la famille 
des γ-herpesvirus, le défaut commun en lymphocytes iNKT chez les patients XLP suggère un 
rôle important de ces cellules dans la réponse contre l’EBV. Un deuxième aspect de mon 
travail de thèse a alors été de comprendre si les cellules iNKT pouvaient avoir un rôle dans le 
contrôle de l’infection par l’EBV. 
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II. RESULTATS : 
A. MISE EN ÉVIDENCE DU CARACTÈRE PRO-APOPTOTIQUE DES CELLULES INKT CHEZ 
L’HOMME,  RÔLE DE XIAP ET ROLE DU FACTEUR DE TRANSCRIPTION PLZF : 
1. Réduction du nombre de cellules iNKT chez les patients XLP : 
Notre équipe a déjà décrit en 2006 une cohorte de patients XLP-2, et constaté que 
comme les patients XLP-1, les patients déficients en XIAP présentent une réduction de leur 
nombre de lymphocytes iNKT en périphérie346. Nous avons complété ces résultats en 
analysant les cellules iNKT chez de nouveaux témoins et de nouveaux patients XLP-1 et 
XLP-2 (on pourra se référer à l’article de Pachlophnik et al. pour une description de la plupart 
des patients étudiés347). Les cellules iNKT sont détectées dans le sang en marquant les 
cellules du sang périphérique (PBMC) par la combinaison d’anticorps anti-CD3, anti-Vα24 et 
anti-Vβ11. Dans la mesure du possible, au moins 1 000 000 d’événements CD3+ sont acquis 
par cytométrie. Les résultats sont exprimés en nombre de lymphocytes iNKT pour 1 000 000 
de cellules T CD3+. 
Chez les contrôles, la fréquence des cellules iNKT en périphérie est très variable allant 
de 50 à 10000 cellules iNKT pour 1 000 000 de cellules T CD3+. Les patients XLP-1 et XLP-
2 ont un nombre de cellules iNKT significativement réduit par rapport aux témoins (figure 11, 
A). Comme déjà décrit dans la littérature, les patients XLP-1 n’ont quasiment pas de cellules 
iNKT en périphérie94,330. Cette réduction est significativement moins prononcée chez les 
patients XLP-2. Chez 5 patients XLP-2 et 7 témoins, le nombre de cellules iNKT a été mesuré 
à plusieurs reprises et reste stable au cours du temps (figure 11, B). Les contrôles, à 
l’exception du premier qui est séronégatif, ont une immunité ancienne anti-EBV, comme en 
témoigne la détection d’anticorps IgG anti-EBNA et anti-VCA par ELISA (données non 
représentées). Tous les patients testés à l’exception du patient P.1 avaient également déjà été 
infectés par l’EBV avant leur exploration. 
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Figure 11 : Les patients déficients en SAP et XIAP ont une réduction du nombre de leurs cellules iNKT en 
périphérie. (A) Comparaison du nombre de cellules iNKT (TCRVα24+TCRVβ11+) dans les lymphocytes CD3+ 
du sang de donneurs sains (Ctr), de patients déficients en SAP (SAP) et de patients déficients en XIAP (XIAP) 
(* P<0,05*** P<0,001) : (B) Le nombre de cellules iNKT est constant au cours du temps. 6 patients et 7 
contrôles ont été testés plusieurs fois à des intervalles de temps allant de 6 à 12 mois. 
 
De manière intéressante, le patient P1 qui n’a pas encore été infecté par l’EBV (charge 
virale négative par PCR et absence d’anticorps anti-EBV par ELISA, données non 
représentées) a un nombre de cellules iNKT qui est dans la moyenne des donneurs sains (B). 
Ce patient porte la mutation XIAPE118X qui est une mutation nulle sans expression détectable 
de XIAP (figure 12, panel de gauche). Ce patient, s’il n’a toujours pas déclaré la maladie à 
l’âge de 9 ans, présente une splénomégalie qui est l’un des premiers signes cliniques 
évocateurs d’un XLP-2347. Par ailleurs, ses cellules en culture ont un excès d’apoptose induite 
par un anti-CD3, comme le montre la figure 12. 
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Figure 12 : Le patient P1 a un excès d'apoptose. (Panel de gauche) Le patient P1 porte la mutation E118X. 
Des blastes du patient et de sa mère ont été lysés. L’expression de XIAP a été mesurée par western blot. Le 
contrôle de charge est effectué à l’aide d’un anti-Ku70. (Panel de droite) Des blastes PHA du patient et de deux 
contrôles ont été stimulés avec un anti-CD3 pendant 36h. L’apoptose induite des cellules a ensuite été mesurée. 
Les barres d’erreurs représentent des duplicats d’expérience. 
Nous avons analysé les cellules iNKT du patient P1. Comme le montre la figure 13, 
ses cellules iNKT semblent avoir un développement normal comme l’indique la proportion de 
cellules CD161+ et la répartition CD4+/CD8+. 
 
Figure 13 : Le développement des cellules iNKT humaines n'est pas affecté par l’absence de XIAP. Les 
cellules iNKT du patient XLP-2 P1 (ligne du haut) et d’un contrôle (ligne du bas) ont été analysées. Le panel de 
gauche représente les cellules CD3+ sur lesquelles on sélectionne les cellules iNKT par le marquage 
Vα24+Vβ11+. Les marqueurs CD161, CD4 et CD8 ont ensuite été étudiés sur les cellules iNKT.  
Ces résultats suggèrent donc que XIAP ne semble pas requis chez l’homme pour le 
développement des cellules iNKT. En revanche, la fonction anti-apoptotique majeure de 
XIAP nous a conduits à envisager le rôle de l’excès d’apoptose observé chez ces patients dans 
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la constitution de la lymphopénie iNKT. Comme il n’existe par ailleurs pas de diminution du 
nombre des cellules T conventionnelles, nous avons fait l’hypothèse que les cellules iNKT 
seraient plus sensibles à l’apoptose. Les cellules iNKT seraient ainsi plus dépendantes de 
XIAP pour leur survie en périphérie. Un argument en faveur de cette hypothèse est la 
constatation d’un nombre significativement plus élevé de cellules iNKT chez des patients 
porteurs de mutations hypomorphes par rapport aux patients porteurs de mutations nulles de 
XIAP (annexe 1, figure 37). Ces mutations hypomorphes laissent toutes intactes au moins une 
des régions de XIAP nécessaires à son activité anti-apoptotique in vivo (région linker, BIR2 et 
domaine RING, cf. tableau 4 et figure 39 de l’annexe 1). Ces observations suggèrent que les 
patients hypomorphes ont un nombre plus élevé de cellules iNKT grâce à une activité anti-
apoptotique résiduelle de XIAP in vivo.  
2. Mise en évidence du caractère apoptotique des  cellules iNKT : 
Pour tester l’hypothèse d’une plus grande susceptibilité à l’apoptose des cellules 
iNKT, nous avons comparé l’apoptose de cellules T conventionnelles avec celle des cellules 
iNKT en réponse à des stimuli activant la voie extrinsèque ou intrinsèque de l’apoptose.  
Compte tenu du faible nombre de cellules iNKT que l’on retrouve en périphérie, ces 
expériences ont été réalisées dans un premier temps avec des cultures de cellules iNKT : des 
PBMC sont cultivées en présence d’αGalCer et d’IL-2 (1000 U/ml). Au bout d’une semaine, 
les cellules iNKT ont subi une expansion importante et représentent de 1,5 à 60 % des cellules 
en culture selon les donneurs. Pour obtenir une population de cellules T conventionnelles dans 
des conditions comparables, nous avons choisi de mettre en expansion les cellules T ayant un 
réarrangement Vβ2. Cette population représente en effet une population majeure circulante 
chez l’homme et prolifère lorsqu’elle est stimulée par le superantigène Toxic Shock Syndrome 
Toxine 1 (TSST-1) produit par Staphylococcus aureus427. Après une semaine, les cellules Vβ2 
représentent de 10 à 70% des cellules en culture (figure 14, A). Pour un même donneur, nous 
avons obtenu des cultures de lymphocytes iNKT et de lymphocytes T Vβ2. Après expansion, 
l’expression de marqueurs d’activation CD45RO, CD25, CD69, HLA-DR et KI-67 a été 
analysée dans les cultures. Le marquage KI-67 est positif dans les deux types d’expansion 
montrant que les cellules sont en prolifération et ce avec la même intensité. Les autres 
marqueurs sont similaires pour les deux types d’expansion à l’exception de HLA-DR qui est 
exprimé plus fortement par les cellules iNKT (figure 14, B). Dans les deux types 
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d’expansions, les cellules ont donc un phénotype activé/mémoire, ce qui est cohérent après 
une semaine d’expansion. 
 
Figure 14 : Phénotype des cellules iNKT et Vβ2 obtenues après expansions in vitro. (A) Des PBMC d’un 
même contrôle sont mises en culture en RPMI + 10% de SVF en présence d’IL-2 à 1000 U/ml et en présence 
d’αGalCer à 100 ng/ml ou de TSST-1 à 500ng/ml pendant une semaine. (B) Expression de marqueurs 
d'activation des cellules en expansion.  
Pour mesurer l’apoptose des cellules iNKT, nous avons utilisé une approche cellulaire 
en utilisant un marquage des cellules avec de l’annexineV en combinaison avec du 7-
Aminoactinomycin D (7-AAD). On trouvera en annexe 2 une description de la méthodologie 
employée ainsi que des exemples de figures de FACS obtenues.  
3. Les cellules iNKT ayant subi une expansion in vitro sont plus sensibles à 
l’apoptose que des cellules T conventionnelles ayant subi une expansion : 
Dans la suite, on utilisera de manière répétée les mêmes contrôles dont les 
caractéristiques sont résumées dans le tableau 5 que l’on trouvera en annexe 3. Un donneur 
faisant partie de ce tableau sera identifié dans les figures par le symbole # suivi du numéro 
correspondant. Ces contrôles présentent des nombres variables de lymphocytes iNKT et T 
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Vβ2 dans le sang périphérique et constituent donc un échantillon représentatif de la 
population. 
a) Les cellules iNKT sont plus sensibles à l’AICD que les cellules T Vβ2 
conventionnelles : 
Dans une première série d’expériences, nous avons analysé l’AICD dans les deux 
types expansions en stimulant les cellules par un anticorps anti-CD3 fixé au plastique pendant 
18h. Pour les différents donneurs sains testés, l’AICD des cellules iNKT est nettement plus 
élevée que celle des cellules T Vβ2 conventionnelles correspondantes (figure 15, A).  Par 
ailleurs, l’apoptose des cellules iNKT est supérieure à celle des cellules Vβ2 dès 6h de 
stimulation (panel B). Ce phénomène accru d’apoptose ne dépend pas de la dose d’anti-CD3 
utilisée comme le montre l’utilisation d’une gamme de concentrations d’anti-CD3 (panel C). 
De plus, l’excès d’AICD des cellules iNKT par rapport aux cellules conventionnelles T Vβ2 
ne peut pas être expliqué par une expression plus importante de CD3 sur les cellules iNKT 
comme le montre le panel D. Enfin, l’AICD qui dépend de l’interaction Fas/FasL et des 
caspases peut être inhibée dans les deux types d’expansion par ajout dans la culture d’un 
anticorps anti-Fas bloquant (panel E) et partiellement inhibée par ajout d’un inhibiteur des 
caspases, le z-VAD (panel F). 
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Figure 15 : L’AICD des cellules iNKT est supérieure à celle des cellules T Vβ2 conventionnelles. (A) 
L’apoptose de cellules iNKT et Vβ2 d’expansions de dix contrôles différents stimulées par un anti-CD3 (10 
µg/ml) a été mesurée. Les barres d’erreurs correspondent à des duplicats d’expériences. (B) L’apoptose a été 
mesurée  6h et 24h après stimulation. Les données représentent la moyenne de 4 expériences avec 4 contrôles 
différents (#1, 3, 6 et 19). (C) Les cellules d’expansions d’un contrôle (#6) ont été stimulées par des doses 
croissantes d’anti-CD3. Les barres d’erreurs correspondent à des duplicats d’expériences. (D) L’expression de 
CD3 a été mesurée sur les deux types d’expansions d’un donneur. L’histogramme grisé correspond à l’isotype et 
l’histogramme noir à l’anti-CD3. Les données correspondent à une expérience représentative de 10. (E) Les 
cellules d’expansions d’un contrôle (#6) ont été stimulées par un anti-CD3 en présence d’un anti-Fas bloquant. 
Les barres d’erreurs correspondent à des duplicats d’expériences. (F) Les cellules d’expansions d’un contrôle 
(#6) ont été stimulées par un anti-CD3 en présence de l’inhibiteur de caspases z-VAD. Les barres d’erreurs 
correspondent à des duplicats d’expérience.  
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b) Les cellules iNKT sont plus sensibles que les cellules T Vβ2 
conventionnelles à une stimulation par Fas : 
Pour confirmer ces résultats, nous avons stimulé directement les cellules via Fas avec 
un anticorps anti-CD95 (clone Apo1.3). De la même manière que pour l’AICD, les cellules 
iNKT sont plus sensibles à l’apoptose médiée par Fas, et ce, quelle que soit la dose d’anti-
CD95 utilisée. De plus, l’apoptose est inhibée en présence de z-VAD (figure 16, A et B). 
Enfin, la différence d’apoptose ne peut pas être expliquée par une différence d’expression de 
CD95 entre les deux populations puisque celle-ci est similaire pour les deux types cellulaires 
(figure 16, C). 
 
Figure 16 : L'apoptose médiée par Fas est supérieure dans les cellules iNKT.  (A) L’apoptose de cellules 
iNKT et Vβ2 d’expansions de neuf contrôles différents stimulées par un anti-Fas soluble (100 ng/ml) a été 
mesurée. Les barres d’erreurs correspondent à des duplicats d’expériences. (B) Les cellules d’expansions de 
quatre contrôles (#3, 4, 6 et 20) ont été stimulées par des doses croissantes d’anti-Fas soluble en présence ou non 
de l’inhibiteur de caspases z-VAD.  (C) L’expression de CD95 a été mesurée sur les deux expansions. 
L’histogramme grisé correspond à l’isotype et l’histogramme noir à l’anti-CD95. Les données correspondent à 
une expérience représentative de 7. 
c)  Les cellules iNKT sont plus sensibles que les cellules T Vβ2 
conventionnelles à l’apoptose intrinsèque : 
La voie intrinsèque de l’apoptose a ensuite été testée en utilisant des drogues comme 
l’étoposide, la puromycine, l’H2O2 et la staurosporine. L’étoposide inhibe la synthèse d’ADN 
et entraîne l’accumulation de cassures de l’ADN provoquant ainsi l’apoptose de la cellule. La 
puromycine est un antibiotique qui inhibe la synthèse protéique en interférant avec les 
ribosomes. L’eau oxygénée provoque l’apparition de dérivés réactifs de l’oxygène au sein de 
la cellule qui vont entraîner l’entrée en apoptose des cellules par accumulation de dommages 
à l’ADN. La staurosporine est un antibiotique produit par Streptomyces staurosporeus. 
L’action principale de cette drogue est l’inhibition des kinases en empêchant la fixation de 
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l’ATP à celles-ci. Si le mécanisme exact d’induction d’apoptose par cette drogue n’est pas 
connu, il semble faire intervenir la caspase 3428. Avec toutes les drogues  testées, l’apoptose 
des cellules iNKT est supérieure à celle des cellules Vβ2 (figure 17). De plus, pour 
l’étoposide, l’apoptose dépend bien des caspases puisqu’elle est bloquée par l’ajout de z-VAD 
dans la culture (panel A). 
 
 
Figure 17 : L'apoptose via la voie intrinsèque est également augmentée dans les cellules iNKT. (A) Les 
expansions iNKT et Vβ2 d’un contrôle (#4) ont été mises en présence de doses croissantes d’étoposide. À la plus 
forte dose, les cellules ont aussi été mises en présence de z-VAD. (B) Stimulation avec des doses croissantes de 
puromycine. Les données représentent trois expériences avec trois contrôles différents (#5, 6 et 9) en duplicat. 
(C) Stimulation avec des doses croissantes d’H2O2. Les données représentent deux expériences avec deux 
contrôles différents (#6 et 9) en duplicat. (D) Stimulation avec des doses croissantes de staurosporine. Les 
données représentent deux expériences avec deux contrôles différents (#7 et 9) en duplicat. 
Pour nous assurer que la plus forte apoptose des cellules iNKT par rapport aux cellules 
Vβ2 n’est pas uniquement due au système d’expansion par la TSST-1, nous avons analysé  
l’apoptose dans deux autres systèmes. Nous avons ainsi comparé une expansion de cellules 
iNKT à une expansion de cellules T CD8+ dirigées contre le CMV (annexe 4, figure 42, A). 
Un deuxième système utilisé a été celui d’une expansion par la Phytohémagglutinine (PHA) 
(annexe 4, figure 42, B et C). De la même manière que pour les expansions T Vβ2, l’apoptose 
des cellules iNKT est supérieure à celle des cellules T CD8+ anti-CMV ou celle de blastes 
PHA que ce soit par une stimulation par CD3 ou Fas.  
L’ensemble de nos résultats montrent donc qu’après expansion, les cellules iNKT ont 
un phénotype pro-apoptotique en comparaison avec des cellules T conventionnelles comme 
des cellules T Vβ2, des cellules T CD8+ anti-CMV ou des blastes PHA. 
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d) L’IL-15 atténue en partie l’apoptose élevée des cellules iNKT : 
Nous avons essayé de voir s’il est possible d’atténuer la susceptibilité à l’apoptose des 
cellules iNKT. L’IL-15 est une cytokine impliquée dans la survie de ces cellules en 
préripherie113. L’ajout d’IL-15 au cours des expansions permet de diminuer l’apoptose des 
cellules iNKT quel que soit le stimulus apoptotique utilisé. 
 
Figure 18 : L’IL-15  permet de réduire partiellement le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT.  
Des cellules d’un contrôle (#4) ont été mises en expansion en présence ou non d’IL-15 (50 ng/ml). L’apoptose 
des cellules stimulées par un anti-CD3 (panel de gauche), un anti-Fas (panel du milieu) ou par de l’étoposide 
(panel de droite) a été évaluée. Les expériences ont été faites en duplicat. 
e)  Le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT est conservé si les cellules 
proviennent de sang de cordon ou du thymus : 
Nous avons ensuite comparé l’apoptose de cellules iNKT et Vβ2 obtenues après 
expansions à partir de sang périphérique d’adultes, de sang de cordon et de thymus. Comme 
attendu, les cellules obtenues après expansions à partir de sang de cordon et de thymus ont un 
phénotype mémoire/activé moins prononcé que les cellules obtenues à partir de sang 
périphérique. En effet, les marqueurs CD69 et HLA-DR sont moins exprimés et le marqueur 
CD62L est lui plus fortement exprimé dans les expansions obtenues à partir de sang de 
cordon ou de thymus. Le facteur de transcription PLZF, qui joue un rôle clé dans le 
développement des cellules iNKT105,106 n’est quasiment pas exprimé par les cellules Vβ2 
alors qu’il l’est dans les cellules iNKT et ce de la même manière quelle que soit l’origine des 
cellules mises en expansion (figure 19, panel du haut). Comme les cellules du sang 
périphérique, les cellules iNKT obtenues à partir d’expansions de sang de cordon ou du 
thymus présentent une apoptose plus importante que les cellules Vβ2 correspondantes en 
réponse à la stimulation par Fas, CD3 ou la staurosporine (figure 19, panel du bas, A et B). Le 
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phénotype pro-apoptotique des expansions de cellules iNKT à partir de sang périphérique 
n’est donc pas dû à une stimulation préalable des cellules iNKT en périphérie. Les cellules 




Figure 19 : Le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT est déjà présent dans le thymus. Panel du 
haut : l’expression de HLA-DR, CD25, CD69, CD45-RO, CD45-RA, CD62L et de PLZF sur des cellules iNKT 
et Vβ2 d’expansions à partir de sang périphérique, de sang de cordon et de thymus a été mesurée. Une 
expérience représentative de cinq pour le sang périphérique, de trois pour le sang de cordon et d’une pour le 
thymus. Pour PLZF, l’histogramme grisé correspond à l’isotype et l’histogramme noir à l’anti-PLZF. Panel du 
bas : (A) Les cellules d’expansions de sang de cordon ont été stimulées par un anti-CD3, un anti-Fas ou par de la 
staurosporine. Les barres d’erreurs correspondent à deux expériences avec deux sangs de cordon différents en 
duplicat. (B) Les cellules d’expansions de thymus ont été stimulées par un anti-CD3 ou un anti-Fas. Les barres 
d’erreurs correspondent à une expérience avec un thymus en duplicat. 
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4. Les cellules iNKT ex vivo sont aussi plus sensibles à l’apoptose que les cellules 
Vβ2 : 
Pour nous assurer que l’excès d’apoptose des cellules iNKT n’est pas uniquement dû 
aux conditions d’expansions in vitro, nous avons comparé l’apoptose de cellules ex vivo chez 
quatre donneurs. L’analyse des marqueurs d’activation CD45RO, HLA-DR, CD25, CD69 et 
CD95 montre que les cellules iNKT et la majorité des cellules Vβ2 ne sont pas activées et ont 
un phénotype mémoire. De plus les cellules iNKT sont négatives pour le marqueur KI-67 
alors qu’environ 2% des cellules Vβ2 sont positives. Cela indique que les cellules iNKT in 
vivo ne sont pas en cycle (figure 20, panel du haut). L’apoptose induite par une stimulation de 
CD3 est plus importante pour les cellules iNKT que pour les cellules Vβ2 ou pour les cellules 
CD3+ dans leur ensemble. Comme on pouvait s’y attendre, les niveaux d’apoptose de cellules 
fraîchement isolées sont moins forts qu’avec les cellules mises en expansion pendant une 
semaine. Nous avons aussi mesuré l’apoptose spontanée en laissant les cellules en culture 
sans stimulation. De la même manière, l’apoptose des cellules iNKT est supérieure à celle des 
cellules T conventionnelles. Enfin, l’apoptose induite par la staurosporine est aussi supérieure 
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Figure 20 : Ex vivo, les cellules iNKT sont également plus sensibles à l'apoptose que les cellules T Vβ2 
conventionnelles. (Panel du haut) L’expression de HLA-DR, CD25, CD69, CD45RO, CD95 et KI-67 a été 
analysée sur des cellules iNKT et Vβ2 ex vivo. Pour CD95, l’histogramme grisé correspond à l’isotype et 
l’histogramme noir à l’anti-CD95. (Panel du bas) (A) Des PBMC ex vivo ont été stimulées par un anti-CD3 (10 
µg/ml) pendant 8h, (B) laissées non stimulées pendant 72h, ou (C) stimulées par de la staurosporine (0,5 µg/ml) 
pendant 8h. L’apoptose des cellules CD3, Vβ2 ou iNKT a été mesurée. 
Les résultats de nos expériences in vitro et ex vivo montrent donc que les cellules 
iNKT sont plus sensibles à l’apoptose que des cellules T conventionnelles et présentent donc 
un phénotype pro-apoptotique.  
5. XIAP régule le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT : 
Nous avons ensuite cherché à savoir si XIAP joue un rôle dans l’apoptose des cellules 
iNKT. À cet effet, nous avons utilisé les cellules du patient XLP-2 P1. Ses cellules  
prolifèrent d’ailleurs normalement suite à la culture en présence d’αGalCer, ce qui suggère 
que l’absence de XIAP n’affecte pas les signaux du TCR conduisant à la prolifération des 
cellules iNKT. Après expansion, les cellules iNKT et Vβ2 ont été soumises à une stimulation 
par CD3 ou par Fas. Les cellules iNKT du patient montrent une apoptose supérieure à celle 
d’un témoin dont les cellules ont été mises en expansion en parallèle. Par contre, les cellules 
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Vβ2 du patient n’ont pas d’apoptose clairement supérieure à celle du témoin (figure 21). 
L’absence de XIAP semble donc entraîner un excès d’apoptose dans les cellules iNKT et dans 
une moindre mesure dans les cellules Vβ2.  
 
Figure 21 : Une déficience en XIAP aggrave le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT. Apoptose 
d’expansions de cellules iNKT et Vβ2 d’un patient déficient en XIAP et d’un contrôle, stimulées par un anti-
CD3 (panel de gauche) ou un anti-Fas (panel de droite). Les données sont représentatives de deux expériences 
faites en duplicat. 
Pour confirmer ces résultats, nous avons entrepris des expériences d’extinction de 
XIAP dans des cellules de témoin. Nous avons d’abord utilisé une approche chimique en 
utilisant le chélateur de zinc TPEN, décrit comme inhibant spécifiquement XIAP429. Il s’est 
avéré que cette approche n’était pas spécifique car nous avons observé que le TPEN inhibe 
aussi l’expression d’IAP-2. L’extinction spécifique de XIAP a été alors obtenue à l’aide de 
sh-RNA contenus dans un vecteur d’expression lentiviral. Nous avons testé cinq clones sur 
des cellules 293T. Une étude par western blot a montré que le clone 2 est le plus efficace 
(figure 22, panel A). Les clones étant initialement sélectionnables par de la puromycine, le 
gène de résistance à la puromycine a été remplacé par le gène rapporteur codant la GFP 
(Fluorescent Protein). Cette approche permet, au sein de la même culture, d’examiner les 
cellules ayant reçu le sh-RNA (qui sont donc GFP+) et les cellules n’ayant pas reçu de sh-
RNA (qui sont donc GFP-). Ce lentivirus a été utilisé pour infecter des expansions de cellules  
iNKT et Vβ2 lancées à partir de cellules de témoins. En parallèle, on utilise un sh-RNA 
contrôle. Pour vérifier l’efficacité d’extinction du sh-RNA, l’expression intracellulaire de 
XIAP a été analysée par cytométrie. Avec le sh-RNA contrôle, on ne voit pas de variation, 
que les cellules soient transduites ou pas, dans l’expression intracellulaire de XIAP. En 
revanche, les cellules ayant été transduites avec le sh-RNA XIAP présentent une expression 
réduite de XIAP (figure 22, panel B). 
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Figure 22 : Inhibition de l’expression de XIAP par sh-RNA. (A) Des cellules 293T ont été infectées 
avec 5  clones de sh-RNA anti-XIAP. Les cellules ont été mises en sélection par de la puromycine pendant une 
semaine avant d’être lysées. L’expression de XIAP a été mesurée par western-blot. Le contrôle de charge est 
assuré par l’expression de Ku-80. (B) Des cellules iNKT et Vβ2 issues d’expansions de contrôles ont été 
infectées avec le lentivirus pLKO-GFP contenant soit un sh contrôle (sh-control) ou un sh anti-XIAP (sh-XIAP). 
Quatre jours après l’infection, l’expression de la GFP (panel de gauche) et de XIAP (panel de droite) a été 
mesurée dans les expansions. L’histogramme grisé correspond à l’isotype, l’histogramme bleu à l’anti-XIAP 
dans les cellules GFP- et l’histogramme vert à l’anti-XIAP dans les cellules GFP+. 
L’apoptose induite par un anti-CD3 (figure 23, panel A) et un anti-Fas (panel B) sur 
les cellules transduites a ensuite été analysée. La transduction par un sh-RNA contrôle ne 
modifie pas les niveaux d’apoptoses (comparaison des cellules GFP- et GFP+ au sein de la 
transduction avec le lentivirus contenant un sh-contrôle). Au contraire, la population de 
cellules iNKT transduites avec le sh-RNA XIAP (GFP+) présente une apoptose plus élevée 
que la population de cellules non transduites. De manière concordante avec les expériences 
réalisées sur le patient XLP-2, les cellules Vβ2 transduites avec le sh-RNA XIAP n’ont pas 
d’apoptose clairement plus élevée. Les cellules transduites ont aussi été stimulées 
quotidiennement avec un anti-CD3 (panel C) ou avec un anti-Fas (panel D) et la proportion de 
cellules GFP+ a été mesurée quotidiennement par cytométrie. Les cellules transduites avec un 
sh-RNA contrôle ont une proportion de cellules GFP+ qui reste stable au cours du temps avec 
les deux types de stimulation. Au contraire, les cellules transduites avec le sh-RNA anti-XIAP 
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voient leur proportion en cellules GFP+ diminuer au cours du temps. Ce phénomène est plus 
marqué avec les cellules iNKT qu’avec les cellules Vβ2. 
 
 
Figure 23 : Exacerbation de l’apoptose des cellules iNKT après extinction de XIAP. (A) Apoptose des 
cellules iNKT et Vβ2 GFP+ ou GFP- stimulées par un anti-CD3 (10 µg/ml). Les données représentent la 
moyenne de trois expériences indépendantes en duplicat avec trois contrôles différents (#6, 9 et 13). **P <0.01. 
(B) Apoptose des cellules iNKT et Vβ2 GFP+  stimulées par un anti-Fas (100 ng/ml). Les données sont 
représentatives de deux expériences en duplicat. Stimulation répétée d'expansions transduites. Des expansions 
transduites ont été stimulées de manière quotidienne avec un anti-CD3 (1 µg/ml) (C) ou un anti-Fas (25 ng/ml) 
(D). Le pourcentage de cellules GFP+ a été mesuré chaque jour. Le panel de gauche représente le pourcentage 
absolu de GFP et le panel de droite représente la perte normalisée de GFP au sein de la culture. Les données sont 
représentatives de deux expériences. 
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Les expériences que nous avons pu mener sur le patient XLP-2 et sur les cellules de 
contrôles transduites montrent qu’en l’absence de XIAP la susceptibilité à l’apoptose des 
cellules iNKT est plus fortement accrue que pour les cellules T Vβ2.  Les cellules iNKT  sont 
donc plus dépendantes de XIAP que les cellules T conventionnelles pour leur survie en 
réponse à des stimuli apoptotiques.  
6. Expression augmentée de protéines pro-apoptotiques dans les cellules iNKT : 
Nous avons cherché à comprendre les bases moléculaires expliquant l’apoptose plus 
élevée des cellules iNKT. Nous avons donc analysé l’expression des principales protéines 
impliquées dans les voies d’apoptose (incluant les caspases et les membres de la famille Bcl-
2) dans des expansions de cellules iNKT et Vβ2 de donneurs sains par western blot après les 
avoir triées sur colonnes magnétiques. Sur 13 protéines analysées,  Bid, la caspase-3 (et sa 
forme clivée) et la caspase-7 sont plus exprimées dans les cellules iNKT que dans les cellules 
Vβ2 des trois expansions testées. L’expression de XIAP est aussi plus élevée dans les cellules 
iNKT (figure 24, A). On trouvera en annexe 5 une quantification de la surexpression de ces 
protéines dans les cellules iNKT. 
La surexpression des caspases a ensuite été recherchée dans les cellules ex vivo en 
mesurant l’expression de caspases activées par cytométrie. Pour ce faire le réactif FLICA a 
été utilisé. Fluorescent, ce dernier entre passivement dans les cellules et se fixe sur les 
caspases activées. Il est ainsi possible par cytométrie de mesurer l’activité des caspases sur 
des cellules vivantes. En testant les PBMC de trois donneurs, nous avons observé qu’il y a, 
parmi les cellules iNKT, une proportion de cellules exprimant des caspases activées  bien plus 
importante que parmi les cellules T conventionnelles dans leur ensemble (CD3+) ou les 
cellules T conventionnelle Vβ2 en particulier (figure 24, B).   
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Figure 24 : Etude de l’expression de molécules pro et anti-apoptotique dans les cellules iNKT. (A) Des 
lysats cellulaires d’expansions triées de cellules iNKT et Vβ2 de trois contrôles différents ont été analysés par 
western blot pour l’expression de différentes protéines apoptotiques. * indique les protéines surexprimées dans 
les cellules iNKT par rapport aux cellules Vβ2. (B) La détection de l’expression de caspases activées a été faite 
ex vivo sur des cellules iNKT, Vβ2 ou T issues de trois donneurs à l’aide du réactif FLICA.  
L’ensemble de ces résultats indique donc que les cellules iNKT expriment plus 
fortement des protéines pro-apoptotiques comme Bid ou les caspases exécutrices 3 et 7 
suggérant que cette expression augmentée est une explication de leur phénotype pro-
apoptotique. 
7. Le facteur de transcription PLZF est impliqué dans l’acquisition du phénotype 
pro-apoptotique des cellules iNKT : 
 Nous avons ensuite cherché à décrypter les mécanismes moléculaires responsables du 
caractère pro-apoptotique des cellules iNKT. Le facteur de transcription PLZF nous a alors 
semblé être un bon candidat. En effet, il est indispensable au développement des cellules 
iNKT et à l’acquisition de leurs fonctions effectrices105,106. De plus, plusieurs études ont 
montré un rôle pro-apoptotique de PLZF dans différentes lignées cellulaires430–432. 
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Le rôle de PLZF dans l’acquisition du phénotype pro-apoptotique des iNKT a été 
évalué avec une approche de sh-RNA. Cinq clones de sh-RNA ont été testés sur des cellules T 
Jurkat dans lesquelles nous avons mesuré l’expression de PLZF par western blot. En contrôle 
négatif, nous avons utilisé un lysat de la lignée B Ramos et en contrôle positif, un lysat de 
cellules iNKT issues d’une expansion triée. Comme le montre la figure 25, les clones 3 et 5 




Figure 25 : Modification de l’expression de PLZF. (A) Extinction de l’expression de PLZF. Des cellules 
Jurkat ont été infectées avec 5  lentivirus contenant chacun un clone de sh-RNA anti-PLZF. L’expression de 
PLZF a été mesurée par western-blot. (B) Surexpression de PLZF. Des cellules Jurkat ont été infectées avec un 
lentivirus contenant l’ADNc de PLZF ou un lentivirus vide. Les cellules ont été triées en fonction de 
l’expression de la GFP et ont été lysées. L’expression de PLZF a été mesurée par western blot.  
La diminution de l’expression de PLZF par sh-RNA sur des expansions de cellules 
iNKT donne lieu à une diminution de l’apoptose induite par de la staurosporine ou par Fas (où 
deux sh-RNA différents ont été testés) (figure 26, A, B et C). Par ailleurs, une stimulation 
répétée par Fas conduit à un enrichissement de la fraction GFP+ pour les cellules infectées par 
un sh-RNA anti-PLZF, alors que pour les cellules infectées avec un sh-RNA contrôle, on ne 
voit pas de variation du pourcentage de cellules GFP+ (figure 26, C). Ces résultats indiquent 
qu’une diminution de l’expression de PLZF rend les cellules iNKT moins sensibles à 
l’apoptose. Nous avons ensuite réalisé l’expérience inverse consistant à surexprimer PLZF 
dans des expansions de lymphocytes T Vβ2. Pour cela, nous avons cloné l’ADNc de PLZF 
dans un vecteur lentiviral qui contient la GFP comme gène rapporteur. La figure 25, B montre 
la surexpression de PLZF dans des cellules Jurkat infectées par ce lentivirus. Cette expérience 
en miroir montre que la surexpression de PLZF dans les cellules T Vβ2 augmente leur 
susceptibilité à l’apoptose quand celle-ci est induite par de la staurosporine ou par Fas 
(figure 26, D, E et F). De plus, la stimulation répétée de cellules transduites avec le lentivirus 
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codant pour PLZF entraîne une diminution de la fraction GFP+ (figure 26, F), alors que cet 
effet n’est pas observé dans les cellules transduites avec un lentivirus vide. La surexpression 
de PLZF dans des cellules T conventionnelles les rend donc plus sensibles à l’apoptose. 
 
Figure 26 : Le facteur de transcription PLZF contrôle le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT. 
(A) Expression de PLZF dans la fraction GFP+ d’expansions de cellules iNKT infectées avec un sh-RNA 
contrôle ou un sh-RNA anti-PLZF. L’histogramme grisé correspond à l’isotype, l’histogramme noir à l’anti-
PLZF. Une expérience représentative de quatre. (B) Apoptose induite par de la staurosporine sur la fraction 
GFP+ d’expansions infectées avec un sh-RNA contrôle ou deux sh-RNA anti-PLZF (#4, 6 et 9). (C) Apoptose 
induite par Fas sur la fraction GFP+ d’expansions infectées avec un sh-RNA contrôle ou un sh-RNA anti-PLZF 
(panel de gauche). Dans le panel de droite, les cellules ont été stimulées de manière répétée par Fas toutes les 
24h et la proportion de cellules GFP+ a été mesurée par cytométrie. Les résultats ont été normalisés à 100% à t = 
0. Une expérience représentative de trois (#4, 6 et 9). (D) Expression de PLZF dans la fraction GFP+ 
d’expansions de cellules Vβ2 infectées avec un lentivirus vide ou un lentivirus codant pour PLZF. 
L’histogramme grisé correspond à l’isotype,  l’histogramme noir à l’anti-PLZF. Une expérience représentative 
de quatre. (E) Apoptose induite par de la staurosporine sur la fraction GFP+ d’expansions infectées avec un 
lentivirus vide ou par un lentivirus codant pour PLZF. (F) Apoptose induite par Fas sur la fraction GFP+ 
d’expansions infectées avec un lentivirus vide ou un lentivirus codant pour PLZF (panel de gauche). Dans le 
panel de droite, les cellules ont été stimulées de manière répétée par Fas toutes les 24h et la proportion de 
cellules GFP+ a été mesurée par cytométrie. Les résultats ont été normalisés à 100% à t = 0. Une expérience 
représentative de trois. *P<0.05, **P<0.01.  
 
 Nous avons ensuite étendu ces observations à d’autres cellules T. A cet effet, nous 
avons infecté des blastes PHA ou des cellules de la lignée T Jurkat avec le lentivirus codant 
pour PLZF. Dans les deux types cellulaires, la surexpression de PLZF rend les cellules plus 
sensibles à l’apoptose induite par CD3, Fas ou par de la staurosporine (Figure 27, A à F). 
Enfin, la caspase 3 étant surexprimée dans les cellules iNKT (Figure 24, A), nous avons voulu 
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voir si elle pourrait être sous le contrôle du facteur de transcription PLZF. Ceci est par ailleurs 
suggéré par l’étude de Cheung et al. qui montre que la surexpression de PLZF dans des 
lignées de mésothéliomes malins, conduit à une augmentation du niveau d’expression de  la 
caspase 3432. Pour tester cette hypothèse, nous avons transduit des cellules Jurkat TAg 
(exprimant le late T antigen de SV40) avec un lentivirus vide ou un lentivirus codant pour 
PLZF. Les cellules ont ensuite été triées par FACS pour ne garder que des cellules transduites 
(GFP+). Les cellules ont alors été transfectées avec un plasmide contenant le gène de la 
luciférase sous contrôle du promoteur de la caspase 3. La surexpression de PLZF entraîne une 
augmentation significative de l’activité du promoteur de la caspase 3 (Figure 27, G). Nous 
avons essayé de confirmer ces résultats par western blot : l’expression de la caspase 3 et de sa 
forme clivée est légèrement augmentée lorsque PLZF est surexprimé dans les Jurkat et dans 
les Jurkat TAg (figure, H et I). XIAP semble elle aussi légèrement surexprimée comme cela a 
été observé précédemment dans les expansions de cellules iNKT (figure 22,A).  
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Figure 27 : PLZF contrôle le phénotype pro-apoptotique des cellules T. (A) Expression de PLZF dans la 
fraction GFP+  de blastes PHA infectés avec un lentivirus vide ou un lentivirus codant pour PLZF. 
L’histogramme grisé correspond à l’isotype,  l’histogramme noir à l’anti-PLZF. (B) Apoptose induite par CD3 
sur la fraction GFP+ de blastes PHA infectés avec un lentivirus vide ou un lentivirus codant pour PLZF. Une 
expérience représentative de deux (#8 et 9) (C) Apoptose induite par de la staurosporine sur la fraction GFP+ de 
blastes PHA infectés avec un lentivirus vide ou un lentivirus codant pour PLZF. Une expérience représentative 
de deux (#8 et 9). (D) Expression de PLZF dans la fraction GFP+  de cellules Jurkat infectées avec un lentivirus 
vide ou un lentivirus codant pour PLZF. L’histogramme grisé correspond à l’isotype, l’histogramme noir à 
l’anti-PLZF. (E) Apoptose induite par Fas sur la fraction GFP+  de cellules Jurkat infectées avec un lentivirus 
vide ou un lentivirus codant pour PLZF (trois expériences indépendantes en duplicat). (F) Apoptose induite par 
de la staurosporine sur la fraction GFP+ de cellules Jurkat infectées avec un lentivirus vide ou un lentivirus 
codant pour PLZF (trois expériences indépendantes en duplicat). (G) Activité du promoteur de la caspase 3 
mesurée par un test de luciférase dans des cellules Jurkat Tag infectées avec un lentivirus vide ou un lentivirus 
codant pour PLZF (moyenne de deux expériences en quintuplet). (H) Blots de l’expression de l’actine, de PLZF, 
de XIAP et de la caspase 3 par des cellules Jurkat infectées par un lentivirus vide ou un lentivirus codant pour 
PLZF. (I) Blots de l’expression de l’actine, de Ku70, de PLZF, de la caspase 3 et de la forme clivée de la caspase 
3 par des cellules Jurkat Tag infectées par un lentivirus vide ou un lentivirus codant pour PLZF. Pour (H) et (I), 
les chiffres à droite des blots correspondent au facteur de surexpression des protéines dans les cellules infectées 
par le lentivirus codant pour PLZF par rapport aux cellules infectées par le lentivirus vide en prenant l’actine 
comme référence. Ces chiffres ont été obtenus par quantification des intensités de bandes par le logiciel ImageJ. 
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 Nos données indiquent donc que le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT est 
contrôlé en partie par le facteur de transcription PLZF qui a la capacité d’activer l’expression 
de la caspase 3.  
8. Les cellules MAIT ont un phénotype pro-apoptotique similaire à celui des 
cellules iNKT : 
Comme nous l’avons vu dans l’introduction, les cellules MAIT représentent une 
seconde population de cellules T invariantes partageant de nombreuses caractéristiques avec 
les cellules iNKT : l’expression d’un TCR semi-invariant (Vα7.2-Jα33 chez l’homme et 
Vα19-Jα33 chez la souris), l’expression de marqueurs de la famille NK comme CD161, un 
phénotype effecteur/mémoire, la restriction par MR1, une molécule de classe I non 
conventionnelle comme CD1d, et la rapide production de cytokines suite à leur stimulation. 
Nous avons cherché à déterminer si les cellules MAIT comme les cellules iNKT présentaient 
un caractère pro-apoptotique. Les cellules MAIT sont détectées par la combinaison suivante 
d’anticorps : anti-CD3, anti-CD161 et anti-Vα7.2 (figure 28, A). Chez les patients XLP-2, le 
nombre de cellules MAIT est réduit d’un facteur 10 en périphérie par rapport à des témoins 
(figure 28, B) suggérant qu’elles sont dépendantes de XIAP pour leur survie comme les 
cellules iNKT. Chez les patients XLP-1, on observe une légère diminution, mais qui n’est pas 
significative. Nous pouvons par ailleurs faire la même observation que pour les cellules 
iNKT : les patients portant une mutation hypomorphe de XIAP ont un nombre de cellules 
MAIT plus élevé. Cependant, il n’y a que peu de patients hypomorphes testés (annexe 1, 
figure 38). 
 
Figure 28 : Les patients XLP-2 ont un nombre réduit de cellules MAIT. (A) Analyse par cytométrie des 
cellules MAIT issues de PBMC de deux contrôles et de deux patients XLP-2. Les cellules MAIT sont détectées 
par la combinaison CD3+Vα7.2+CD161+. (B) Comparaison du nombre de cellules MAIT parmi les cellules 
CD3+ de PBMC de contrôles (Ctr, n=15), de patients XLP-1 (SAP, n=5) et de patients XLP-2 (XIAP, n=9). *** 
P<0.001. 
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Nous avons alors analysé l’apoptose ex vivo de ces cellules suite à une stimulation par 
CD3 ou par de la staurosporine. Les cellules MAIT ont une apoptose induite plus forte que 
celle de cellules Vβ2 et similaire à celle des cellules iNKT (figure 29, A). De la même 
manière que pour les cellules iNKT, la proportion de cellules MAIT ex vivo exprimant des 
caspases activées est plus importante que celle parmi les cellules T Vβ2 conventionnelles 
(figure 29, B). Cette proportion est comparable à celle des cellules iNKT dans la figure  24. 
Nous avons aussi testé l’apoptose de cellules MAIT qui subsistent dans les expansions iNKT. 
En réponse à un anti-CD3, un anti-Fas et à la staurosporine, le taux d’apoptose des cellules 
MAIT est plus élevé que pour les expansions de cellules Vβ2 et encore une fois comparable à 
celui des cellules iNKT (figure 29, C). 
 
Figure 29 : Les cellules MAIT ont comme les cellules iNKT un phénotype pro-apoptotique. (A) Des PBMC 
de 4 contrôles ont été stimulées par un anti-CD3 (10 µg/ml) ou par de la staurosporine (0,5 µg/ml). L’apoptose 
des cellules MAIT et des cellules Vβ2 a été mesurée par cytométrie. (B) L’expression de caspases activées a été 
faite ex vivo sur des cellules MAIT issues de deux donneurs à l’aide du réactif FLICA. (C) Analyse de l’apoptose 
de cellules MAIT dans les cultures de cellules iNKT stimulées par un anti-CD3 (10 µg/ml), un anti-Fas (100 
ng/ml) et de la staurosporine (0,5 µg/ml). Les barres d’erreurs correspondent à des duplicats d’expérience. 
Nous avons alors étudié plus spécifiquement le rôle de XIAP dans l’apoptose des 
cellules MAIT. Les cellules MAIT ex vivo de deux patients XLP-2 montrent une apoptose 
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supérieure à celle de cellules d’un témoin (figure 30, A). Enfin, les cellules MAIT exprimant 
comme les cellules iNKT le facteur de transcription PLZF, nous avons cherché à voir le rôle 
de PLZF dans l’apoptose des cellules MAIT. De la même manière que pour les cellules 
iNKT, la diminution de l’expression du facteur de transcription PLZF par une approche de sh-
RNA diminue l’apoptose des cellules MAIT  induite par de la staurosporine ou par CD3 
(figure 30, B et C). 
 
Figure 30 : XIAP et PLZF régulent l'apoptose des cellules MAIT. (A) Apoptose ex vivo de cellules iNKT et 
MAIT d’un contrôle et de deux patients XLP-2 stimulées par de la staurosporine (0,25 µg/ml) pendant 8h. (B) 
Apoptose de cellules MAIT infectées par un sh-RNA contrôle ou par un sh-RNA de PLZF stimulées par de la 
staurosporine (0,25 µg/ml). Les données représentent la moyenne de quatre expériences indépendantes avec 
deux contrôles différents (#21 et 22). *P <0.05. (C) Apoptose de cellules MAIT infectées par un sh-RNA 
contrôle ou par un sh-RNA de PLZF stimulées par un anti-CD3 (10 µg/ml). Une expérience représentative de 
quatre expériences indépendantes avec deux contrôles différents (#21 et 22). 
Nos résultats indiquent donc que les cellules MAIT, comme les cellules iNKT, sont 
plus sensibles à l’apoptose et ce phénotype pro-apoptotique est également régulé par XIAP et 
PLZF.  
9. Même si elles sont plus sensibles à l’apoptose que les cellules T αβ, les cellules 
T γδ ne semblent pas être dépendantes de XIAP : 
Les cellules T γδ sont considérées comme des cellules T avec des propriétés innées de 
par leur mode de reconnaissance des antigènes ou encore de par l’existence de sous-
populations ayant un TCR restreint. Cependant,  comme le montre la figure 43 en annexe 6, 
les patients XLP-2 ne présentent pas de déficit clair en cellules T γδ. Nous avons aussi testé la 
sensibilité des cellules T γδ à l’apoptose en stimulant ex vivo des cellules de deux donneurs 
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par un anti-CD3 ou par de la PHA (annexe 6, figure 44). Avec les deux types de stimulation, 
les cellules iNKT et MAIT ont une apoptose plus élevée que les cellules T conventionnelles 
αβ. Les cellules T γδ ont également une apoptose plus élevée que les cellules T 
conventionnelles αβ bien que le phénomène soit moins marqué que pour les cellules iNKT et 
MAIT. 
 
L’ensemble de nos résultats chez l’homme indique donc que les cellules iNKT et les 
cellules MAIT sont des cellules plus sensibles à l’apoptose que des cellules T 
conventionnelles. Elles expriment plus de caspases activées, ce qui peut expliquer cette 
apoptose accrue en cas de stimuli apoptotiques. Nous avons aussi montré que XIAP est un 
régulateur crucial de l’apoptose pour ces deux types cellulaires. La protéine XIAP est en effet 
importante pour la survie et l’homéostasie des cellules iNKT et des cellules MAIT. Enfin, le 
facteur de transcription PLZF qui est spécifiquement exprimé dans les cellules iNKT et MAIT 
participe à l’acquisition de leur phénotype pro-apoptotique notamment par sa capacité à 
activer l’expression de la caspase 3. Les cellules T γδ sont aussi plus sensibles à l’apoptose 
que des cellules T conventionnelles αβ, mais elles semblent être dépendantes d’un autre 
facteur que XIAP pour leur survie. D’ailleurs, en analysant régulièrement des PBMC stimulés 
par de la PHA nous avons vu que les cellules iNKT, MAIT et dans une moindre mesure les 
cellules T γδ  disparaissent les premiers jours de culture (annexe 7), ce qui traduit leur plus 
grande susceptibilité à l’apoptose. Au cours du temps les cellules T γδ finissent par 
réapparaître alors que les cellules iNKT et MAIT ne remontent qu’à des niveaux faibles. Le 
tableau 7 donne le nombre des cellules iNKT, MAIT et T γδ avant stimulation. Il montre que 
les pourcentages de départ des trois types cellulaires sont comparables. 
 
   108 
B.  LES CELLULES INKT DE SOURIS ONT, COMME CHEZ L’HOMME, UN PHÉNOTYPE PRO-
APOPTOTIQUE MAIS QUI N’EST PAS RÉGULÉ PAR XIAP : 
Nous avons étendu nos observations aux cellules iNKT chez la souris. Nous avons 
donc stimulé des splénocytes de souris sauvages et XIAP KO par un anti-CD3 ou par de la 
staurosporine. La souris XIAP KO a en effet un nombre normal de cellules iNKT346. Nous 
avons choisi comme population de cellules T conventionnelles la population T exprimant la 
chaîne Vβ8 car il s’agit de l’équivalent de la population humaine de lymphocytes T exprimant 
la chaîne Vβ2. Dans les deux cas, nous avons observé que comme chez l’homme, les cellules 
iNKT murines ex vivo sont plus sensibles à l’apoptose que les cellules T conventionnelles. 
Contrairement à la situation humaine, l’absence de XIAP ne donne pas lieu à une apoptose 
plus élevée chez la souris, que ce soit pour les cellules T conventionnelles ou pour les cellules 
iNKT (figure 31). 
 
Figure 31 : Apoptose ex vivo de splénocytes de souris. Des splénocytes de souris sauvages et KO ont été 
stimulés pendant 18h par un anti-CD3 (panel de gauche) ou de la staurosporine (panel de droite). L’apoptose des 
cellules Vβ8 et des cellules iNKT a ensuite été mesurée par cytométrie. Les données sont la moyenne de 2 
expériences indépendantes. Chaque expérience a été faite sur deux souris en duplicat.  
L’étude chez la souris montre que comme chez l’homme, les cellules iNKT ont un 
phénotype pro-apoptotique. Cependant, ce phénotype ne semble pas régulé par XIAP. Cette 
absence de régulation par XIAP est confortée par l’analyse des cellules iNKT chez la souris 
déficiente en XIAP. Chez elle, les cellules iNKT sont en nombre normal dans tous les organes 
ou en périphérie (figure 32, A). Par ailleurs, le développement ne semble pas perturbé comme 
le montre l’étude des marqueurs d’activation CD24, CD44 ou NK1.1 dans le thymus ou la 
rate (figure 32, B). De plus, les cellules iNKT détectées sont fonctionnelles. La prolifération 
des thymocytes de souris sauvages, SAP KO et XIAP KO a été mesurée suite à une injection 
d’αGalCer. Comme attendu, les thymocytes de la souris SAP KO (qui n’a pas de cellules 
iNKT) ne prolifèrent pas en réponse à l’αGalCer94. En revanche, les thymocytes de la souris 
XIAP KO répondent de manière comparable à ceux de la souris sauvage (figure 32, C). Nous 
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avons aussi testé la capacité des cellules iNKT à produire des cytokines in vivo après une 
injection intra-péritonéale d’αGalCer. Là encore, la production d’IL-4 et d’IFN-γ par les 
cellules iNKT de souris XIAP KO est normale et comparable à celle obtenue dans des souris 
sauvages. Par contre, et comme attendu, la production d’IL-4 et d’IFN-γ n’est pas détectée 
dans les souris SAP KO dans ces conditions (figure 32, D).  
 
 
Figure 32 : La souris XIAP KO ne présente pas de défaut du compartiment des cellules iNKT. (A) Des 
cellules du thymus, de la rate, du foie et du sang de souris sauvages et KO ont été marquées par un anti TCRβ et 
par le tétramère de CD1d chargé en αGalCer. (B) Des thymocytes de souris sauvages et XIAP KO ont été 
marqués par un anti-CD24, un anti-NK1.1, un anti-CD44 et le tétramère de CD1d chargé en αGalCer. Après 
avoir sélectionné la population Tétramère positive CD24 négative, l’expression de NK1.1 et CD44 a été 
observée. (C) De l’αGalCer a été injecté à des souris sauvages, SAP KO et XIAP KO. Les souris ont été 
sacrifiées et la prolifération des thymocytes a été mesurée. (D) De l’αGalCer a été injecté à des souris sauvages, 
SAP KO et XIAP KO. Les souris ont été sacrifiées et la production d’IL-4 et d’IFN-γ par les thymocytes a été 
mesurée. Les panels C et D sont issus d’expériences de Sophie Sibéril. 
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En conclusion, les cellules iNKT murines ne dépendent pas de XIAP pour leur 
développement ou leurs fonctions. De la même manière que chez l’homme, les cellules iNKT 
sont plus sensibles à l’apoptose que des cellules T conventionnelles. En revanche, les cellules 
iNKT murines ne semblent pas dépendre de XIAP pour leur survie. De manière générale, 
l’absence de XIAP ne paraît pas modifier l’apoptose des cellules T. Ceci est en accord avec 
les quelques études effectuées sur la souris XIAP KO qui n’ont pas mis en évidence de clair 
excès d’apoptose dans les cellules déficientes en XIAP418,422. 
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C. UN RÔLE DES CELLULES INKT DANS LE CONTRÔLE DE L’INFECTION PAR L’EBV 
CHEZ L’HOMME : 
L’absence ou tout du moins la forte diminution du nombre de cellules iNKT est un 
point commun entre les patients déficients en SAP et déficients en XIAP. De plus, le patient 
XLP-2 P1 qui n’a pas rencontré l’EBV a un nombre normal de cellules iNKT, suggérant que 
d’une part la diminution des cellules iNKT chez les patients XLP-2 puisse être consécutive à 
l’infection par l’EBV et que d’autre part les cellules iNKT jouent un rôle dans le contrôle de 
l’infection par l’EBV. Cette seconde hypothèse peut être étayée par le fait qu’au cours 
d’autres déficits immunitaires primitifs caractérisés par une susceptibilité particulière à 
l’infection par l’EBV, le nombre de cellules iNKT en périphérie est fortement réduit. On peut 
citer les déficits en WASP124 ou ITK101. Nous nous sommes donc intéressés au rôle des 
cellules iNKT dans l’immunité anti-EBV.  
1. L’expression de CD1d est augmentée à la surface des cellules B activées : 
La molécule CD1d est principalement exprimée par les cellules dendritiques, les 
macrophages et les cellules B22,23. Ces dernières étant la cible privilégiée de l’EBV433, nous 
nous sommes y particulièrement intéressés. Nous avons d’abord déterminé si une activation 
des cellules B est capable de modifier l’expression de surface de CD1d. Ce phénomène 
pourrait en effet être utile dans le cas d’une activation des cellules B lors d’une infection 
virale, comme par l’EBV, pour servir de cibles aux cellules iNKT. Les cellules B ont été 
activées en présence d’IL-4, de CD40L et d’anti-IgM. Nous pouvons voir sur la figure 33 
qu’après 72h d’activation, l’expression de CD1d est plus forte sur les cellules B. 
 
Figure 33 : L'expression de CD1d est augmentée sur des cellules B activées. Des PBMC de contrôles ont été 
cultivées 3 jours en présence d’IL-4 (100U/ml), de CD40L (500 ng/ml) et d’anti IgM (500 ng/ml). Au bout de 
72h, l’expression de CD1d a été mesurée sur les cellules B. L’histogramme rouge correspond au contrôle 
isotypique et l’histogramme bleu à l’anti-CD1d. Les données sont représentatives de trois expériences avec trois 
donneurs différents. 
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L’activation des cellules B peut donc induire une augmentation de la molécule CD1d à 
leur surface. 
2. Les cellules iNKT sont activées en présence de cibles exprimant CD1d : 
Les cellules iNKT sont capables d’avoir une action cytotoxique directe ou indirecte 
par l’activation des cellules NK434,435. Nous avons cherché à évaluer l’action de cellules iNKT 
sur des cibles potentielles. Nous avons pour cela utilisé la lignée B Raji qui est une lignée 
issue d’un lymphome de Burkitt. Cette lignée n’exprime pas CD1d (cf. figure 35). Pour 
mettre en évidence une réponse des cellules iNKT face à des cibles exprimant CD1d, nous 
avons transduit cette lignée avec un vecteur lentiviral contenant le gène codant le CD1d 
humain et le gène codant la GFP comme gène rapporteur ou avec un vecteur vide (figure 34, 
A). Ces cellules ont été utilisées pour effectuer des expériences de co-cultures. Afin de 
simuler la présentation d’un ligand par des cellules B aux cellules iNKT, ce qui pourrait se 
produire dans le cas d’une activation des cellules B par une infection par l’EBV, nous avons 
utilisé le système artificiel suivant : des cellules iNKT obtenues après expansion sont mises en 
co-culture avec des cellules Raji, exprimant ou non le CD1d humain. Les cellules B ont été au 
préalable pré-chargées ou non en αGalCer. Nous avons alors analysé l’état d’apoptose des 
cellules cibles et des cellules iNKT suite à une co-culture de 4h et de 24h. Dans ces 
conditions, nous observons une apoptose des cellules cibles et des cellules iNKT en présence 
d’αGalCer uniquement (figure 34, B). Enfin, la dégranulation (exocytose des granules 
cytotoxiques) (figure 34, C) et la production d’IFN-γ (figure 34, D) des cellules iNKT en 
présence de cellules Raji exprimant CD1d ont aussi été analysées. Dans les conditions où il 
n’y a pas d’expression exogène de CD1d, nous n’observons, ni apoptose, ni dégranulation, ni 
production d’IFN-γ que les cellules soient pré-chargées ou non en αGalCer. 
Les cellules iNKT sont activées par la reconnaissance de cellules exprimant CD1d en 
présence d’αGalCer puisqu’elles produisent de l’IFN-γ  et dégranulent. L’exocytose des 
granules cytotoxiques s’accompagne de la mort des cellules B (figure 34). Ces résultats 
indiquent que les cellules iNKT sont capables de tuer des cibles comme des lymphocytes B 
présentant de l’αGalCer via CD1d. Enfin, ces observations nous indiquent que les cellules 
iNKT entrent également fortement en apoptose à la suite de cette activation comme attendu au 
vu de leur caractère pro-apoptotique précédemment démontré. 
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Figure 34 : Activation des cellules iNKT en présence de lymphocytes B Raji présentant de l’αGalCer via 
CD1d. (A) La lignée B Raji a été infectée avec un lentivirus contenant l’ADNc de CD1d. Le lentivirus possède 
le gène de la GFP comme gène rapporteur. L’expression de CD1d  a ensuite été analysée par cytométrie de flux 
après avoir trié les cellules GFP+.  L’histogramme rouge correspond à l’isotype et l’histogramme bleu à l’anti-
CD1d. (B) Des cellules iNKT obtenues à partir d’une expansion d’un contrôle ont été triées sur colonne 
magnétique.  Les cellules ont ensuite été mises en co-culture avec des cibles Raji exprimant ou non CD1d et pré-
chargées ou non en αGalCer pendant 4h et 24h. L’apoptose des cellules iNKT et Raji a alors été mesurée par 
rapport à la condition sans αGalCer. Les données sont représentatives de quatre expériences. (C)  La 
dégranulation des cellules iNKT a été mesurée lors d’une expérience de co-culture. Les données sont 
représentatives de deux expériences. La mesure de la dégranulation se fait par l’étude des marqueurs CD107 a et 
b, normalement exprimés à l’intérieur des granules, à la surface des cellules stimulées436 (D) La production 
d’IFN-γ dans le surnageant au bout de 24h de ces co-cultures a été mesurée par ELISA. Les données sont 
représentatives de cinq expériences. La condition PMA/Iono correspond au contrôle positif de l’activation des 
cellules iNKT par de la PMA et de la ionomycine.  
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3. Modulation de l’expression de CD1d par l’EBV : 
Comme nous l’avons vu en introduction, différents virus, dont les herpesvirus, sont 
capables d’altérer l’expression de surface de CD1d, que ce soit en dégradant CD1d ou en 
interférant avec son trafic intracellulaire. Nous avons alors voulu voir si l’EBV a aussi cette 
propriété d’échappement aux cellules iNKT. Nous avons comparé l’expression de CD1d par 
des cellules B primaires à celle de cellules transformées par l’EBV (cellules B/EBV). 
Contrairement aux cellules primaires, les cellules B/EBV n’expriment que très peu CD1d 
(figure 35, A). Nous avons analysé d’autres lignées B. Ces lignées sont toutes issues de 
lymphomes de Burkitt et peuvent être EBV+ ou EBV-.. Les lignées exprimant du CD1d sont 
majoritairement EBV-, alors que celles qui n’ont quasiment pas de CD1d à leur surface sont 
EBV+ (Figure 35, B). 
 
Figure 35 : L'expression de CD1d est diminuée en présence de l’EBV. (A) L’expression de CD1d a été 
mesurée sur des lignées B/EBV ou sur des cellules B primaires. Chaque image est représentative de 5 
expériences différentes avec 5 lignées et 5 donneurs différents. (B) Différentes lignées B issues de lymphomes 
de Burkitt ont été marquées pour l’expression de CD1d par cytométrie de flux. L’histogramme bleu correspond 
au contrôle isotypique et l’histogramme rouge correspond à l’anti-CD1d. Les données sont représentatives de 
deux expériences indépendantes.  
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Nos résultats suggèrent donc que l’EBV est probablement capable de diminuer 
l’expression de surface de CD1d sur des cellules B.  
Au total, l’ensemble de nos expériences indique qu’en cas d’activation, les cellules B 
ont une expression de surface augmentée de CD1d. Par ailleurs, les cellules iNKT sont 
capables de reconnaître des cibles B exprimant CD1d. Cette reconnaissance se traduit par une 
dégranulation des cellules iNKT, une sécrétion d’IFN-γ et la mort des cellules cibles. De plus, 
des lignées B infectées par l’EBV n’expriment quasiment pas de CD1d suggérant un 
mécanisme d’échappement aux cellules iNKT de l’EBV. Ce mécanisme indique de manière 
indirecte que les cellules iNKT peuvent jouer un rôle dans l’immunité anti-EBV. L’ensemble 
de ces résultats est un argument en faveur d’une action des cellules iNKT sur des cibles 
infectées par un virus comme l’EBV.  Par ailleurs, conformément à leur phénotype pro-
apoptotique, les cellules iNKT lorsqu’elles sont activées par la reconnaissance d’une cible 
entrent massivement en apoptose.  
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III. DISCUSSION :  
A. MISE EN EVIDENCE DU PHENOTYPE PRO-APOPTOTIQUE DES LYMPHOCYTES INKT ET 
MAIT ET DE LEUR DEPENDANCE EN XIAP : 
Cette étude a permis d’identifier la protéine anti-apoptotique XIAP et le facteur de 
transcription PLZF comme des molécules clés dans l’homéostasie des cellules T invariantes 
chez l’homme. Elle a également clairement démontré que les cellules iNKT et MAIT sont 
particulièrement susceptibles à l’apoptose, une caractéristique non partagée avec les cellules T 
conventionnelles. Cette susceptibilité est retrouvée que l’apoptose soit induite par la voie 
extrinsèque ou intrinsèque. En accord avec ces observations, l’expression des caspases 3 et 7 
et de leurs formes activées est plus forte dans les cellules iNKT à l’état basal. De même, les 
cellules MAIT expriment plus de caspases activées. Comme les caspases 3 et 7 sont les 
caspases distales exécutrices qui sont activées par les deux voies de l’apoptose, leur 
surexpression dans les cellules T invariantes explique probablement le caractère pro-
apoptotique de celles-ci.  
XIAP n’est pas nécessaire pour le développement des cellules iNKT comme le montre 
l’étude du patient P1. De plus, même si la capacité de ses cellules iNKT à répondre à une 
stimulation n’a pas été directement testée, l’expansion de ses cellules iNKT suite à la culture 
des PBMC de ce patient en présence d’αGalCer indique qu’en l’absence de XIAP, il n’y a pas 
de défaut d’activation des cellules iNKT par leur TCR. XIAP est par contre nécessaire à la 
survie des cellules iNKT. Cette dépendance particulière corrèle avec la capacité de  XIAP à 
bloquer l’action des caspases 3 et 7 activées382,437. Paulsen et al. ont d’ailleurs montré que 
XIAP peut empêcher l’activation complète des caspases 3 et 7 dans des cellules T activées438. 
Cependant, diminuer l’expression de XIAP dans des cellules T conventionnelles a un impact 
beaucoup plus modéré sur leur apoptose que sur celle des cellules iNKT. Ceci est cohérent 
avec l’expression moins forte des caspases 3 et 7 dans ces cellules. Nous avons aussi pu 
constater que l’expression de XIAP est plus importante dans les expansions de cellules iNKT 
que dans les expansions de cellules Vβ2. Ceci peut suggérer une régulation réciproque de 
l’expression des caspases et de XIAP : une expression supérieure de XIAP peut bloquer dans 
une certaine mesure l’activité des caspases dont l’expression est supérieure dans les cellules 
iNKT, permettant ainsi aux cellules de survivre en périphérie. Le niveau d’expression de 
XIAP dans les cellules iNKT pourrait d’ailleurs ne pas être saturant et une expression accrue 
de XIAP pourrait protéger les cellules iNKT contre l’apoptose dans certaines conditions. De 
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manière concordante, la diminution de l’expression de XIAP entraîne une apoptose plus 
élevée dans les cellules iNKT, que ce soit chez les patients déficients en XIAP (figure 21) ou 
dans les expériences d’extinction de l’expression de XIAP par l’utilisation de sh-RNA 
(figure 23). Cependant, il n’est pas exclu que le rôle de XIAP dans la survie des cellules 
iNKT et des cellules MAIT ne soit uniquement dû à sa capacité à interférer avec les caspases 
activées. En effet, XIAP est décrit comme activant la voie NF-κB qui est impliquée dans de 
nombreuses voies, dont la survie cellulaire439.  
La régulation de l’état pro-apoptotique des cellules iNKT pourrait aussi se faire par 
d’autres régulateurs de l’apoptose que XIAP. En effet, l’ajout d’IL-15, dans les expansions de 
cellules iNKT humaines permet de diminuer l’apoptose des cellules iNKT que ce soit par des 
stimuli de la voie intrinsèque ou extrinsèque. L’IL-15 a en effet été montré comme importante 
pour la survie des cellules iNKT en périphérie112,113. Cet effet protecteur de l’IL-15 vis-à-vis 
de l’apoptose a été déjà décrit par la capacité de cette cytokine à augmenter l’expression des 
facteurs de survie Bcl-2 et Bcl-xL dans des cellules NK ou des cellules T
440,441. Dans le cas 
des cellules iNKT, cet effet est aussi médié par Bcl-xL
112
. 
Nous avons aussi mis en évidence que le caractère pro-apoptotique des cellules iNKT 
est partagé par les cellules MAIT, la deuxième population de cellules T invariantes décrite 
chez l’homme et la souris. Ces deux populations invariantes ont un phénotype activé/mémoire 
et se comportent comme des cellules innées grâce à leur capacité à produire rapidement de 
grandes quantités de cytokines. De la même manière que pour les cellules iNKT, les cellules 
MAIT sont diminuées dans le sang des patients XLP-2 et sont ainsi régulées par le facteur 
anti-apoptotique XIAP. Le XLP-2 est donc le premier déficit immunitaire décrit associé à un 
défaut de cellules MAIT.  
De manière cohérente avec l’activité anti-apoptotique de XIAP et la susceptibilité à 
l’apoptose des cellules iNKT et des cellules MAIT, il est intéressant de remarquer que les 
patients ayant des mutations hypomorphes de XIAP ont un nombre significativement plus 
élevé de cellules iNKT et de MAIT que les patients portant des mutations nulles (sans 
expression détectable de XIAP) (cf. figure 37 et figure 38, annexe 1). Ces protéines 
hypomorphes contiennent toutes au moins un domaine important pour l’activité anti-
apoptotique de XIAP in vivo. Une activité anti-apoptotique résiduelle de la protéine in vivo 
permet donc d’avoir un effet sur le nombre de cellules iNKT et MAIT en périphérie. Ces 
résultats préliminaires doivent cependant être confirmés par l’étude d’autres patients 
hypomorphes.  
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Ce phénotype pro-apoptotique est également partagé par les cellules T γδ même s’il 
est moins marqué que pour les cellules iNKT ou pour les cellules MAIT. Nos premières 
observations n’ont révélé aucun défaut flagrant de cette population chez les patients XIAP. 
Cependant, l’étude concernait les cellules T γδ dans leur ensemble et non pas des sous-
populations particulières comme la population NKT γδ chez la souris286. Il est possible qu’une 
sous-population bien particulière de cellules T γδ soit elle aussi dépendante de XIAP, et il 
faudrait pour répondre à cette question étudier l’apoptose au sein des différentes populations 
de cellules T γδ. On ne peut donc exclure que les patients XIAP soient déficients en une sous-
population particulière de cellules T γδ portant un réarrangement particulier comme, par 
exemple, les cellules utilisant la chaîne δ1 et que l’on retrouve principalement dans la peau 
chez l’homme257. Il est bien sûr aussi envisageable que les cellules T γδ dépendent d’autres 
facteurs que XIAP pour leur survie en périphérie.  
Ces observations nous ont poussés à émettre l’hypothèse que la grande variabilité du 
nombre de cellules iNKT chez les contrôles pourrait être dépendant, au moins à un certain 
degré, de la sensibilité à l’apoptose des lymphocytes. Pour tester cela, le nombre de cellules 
iNKT en périphérie chez 20 donneurs a été examiné en parallèle de l’AICD de leurs blastes 
PHA (annexe 8). Les 20 donneurs sélectionnés ont un nombre variable de cellules iNKT et 
ont été classés en deux groupes selon qu’ils aient plus (groupe « fort ») ou moins (groupe 
« faible ») de 1000 cellules iNKT pour 106 cellules T CD3+. Le nombre 1000 a été choisi 
comme frontière entre les deux groupes puisqu’il correspond à la moyenne du nombre de 
cellules iNKT chez les donneurs sains (figure 11). La figure 46 montre que le groupe 
« faible » a une apoptose significativement plus élevée que le groupe « fort » de ses blastes 
PHA suite à une stimulation par CD3. Le tableau 8 en annexe donne le nombre des cellules 
iNKT et MAIT des différents donneurs. Ces résultats montrent une corrélation inverse entre le 
nombre de lymphocytes iNKT en périphérie et le niveau d’AICD des blastes chez ces 
donneurs. Il est donc possible que des facteurs génétiques impliqués dans les voies d’apoptose 
influent sur le nombre de cellules iNKT en périphérie chez l’homme. Il a d’ailleurs été montré 
chez la souris qu’il existe au moins trois loci qui régulent génétiquement le nombre de 
cellules iNKT425. Les données obtenues dans cette étude suggèrent que des facteurs 
génétiques ou physiologiques qui régulent l’apoptose de cellules T d’un donneur vont avoir 
un impact sur le nombre de cellules iNKT en périphérie, ce qui est cohérent avec leur grande 
susceptibilité à l’apoptose.  
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En revanche, il n’y a pas de corrélation entre le nombre de cellules MAIT en 
périphérie et le niveau d’apoptose des blastes PHA des donneurs testés. En effet, les donneurs 
ayant un nombre faible de cellules iNKT n’ont pas forcément un nombre faible de cellules 
MAIT en périphérie (annexe 8). Cependant, du fait de leur tropisme intestinal, on peut  penser 
que le sang n’est pas le compartiment le plus représentatif du nombre total de cellules MAIT 
de l’organisme, d’autant plus que ces cellules sont très présentes dans la lamina propria239.  
 Le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT a aussi été observé chez la souris 
(figure 31). Notre étude s’est néanmoins concentrée sur l’homme car la souris XIAP KO n’a 
pas d’apoptose plus élevée de ses cellules iNKT. Cette souris n’a d’ailleurs pas de phénotype 
pro-apoptotique clair (cf. paragraphe sur la souris XIAP KO p. 72). Bien que la protéine 
XIAP soit hautement conservée entre la souris et l’homme, le rôle de XIAP chez la souris 
semble être moins important que chez l’homme. Une autre hypothèse serait la redondance 
chez la souris des différentes IAP, avec une compensation de l’absence de XIAP par cIAP1 et 
cIAP2 dont la structure est la plus proche de XIAP. Cette compensation était d’ailleurs 
évoquée dans les premières observations montrant une surexpression de ces deux IAP chez 
les souris XIAP KO418. Enfin, l’existence d’un pseudo gène de XIAP identifié sur le 
chromosome 7 chez la souris pourrait donner lieu à l’existence de polypeptides tronqués ayant 
la capacité de bloquer l’activité des caspases442. En tout cas, en l’absence de XIAP, les 
cellules iNKT murines se développent normalement et sont fonctionnelles comme l’indiquent 
nos résultats (figure 32). Contrairement à la situation humaine où les cellules MAIT sont 
facilement détectées et représentent une fraction non négligeable des lymphocytes T totaux 
(quelques %), chez la souris les cellules MAIT sont très peu nombreuses et quasiment 
indétectables (en tout cas chez la souris de laboratoire). Par ailleurs, il n’existe pas pour 
l’instant d’anticorps capable de détecter les cellules MAIT murines ce qui rend leur étude 
difficile. Enfin, le ligand de ces cellules n’est toujours pas connu. Pour toutes ces raisons, 
l’étude de l’apoptose des cellules MAIT chez la souris n’a pas été entreprise.  
B. DE L’INTÉRÊT QUE DES CELLULES INNÉES SOIENT PLUS SENSIBLES À L’APOPTOSE : 
Ce travail a donc permis de mettre en évidence le phénotype pro-apoptotique des 
cellules iNKT, des cellules MAIT et dans une moindre mesure des cellules T γδ. Ces trois 
types cellulaires présentent la caractéristique d’être des lymphocytes T innés, qui sont dans un 
état préactivé. Ceci leur permet de réagir rapidement lors de la rencontre avec un pathogène. 
Ces cellules ont aussi la capacité de produire de fortes quantités de cytokines. Or, le fait 
d’avoir une activation persistante de lymphocytes T peut avoir des effets délétères. C’est le 
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cas par exemple lors du syndrome d’activation lymphohistiocytaire qui est caractérisé par une 
activation non contrôlée des lymphocytes cytotoxiques. Ceux-ci sécrètent de grandes 
quantités de cytokines, notamment de l’IFN-γ, qui vont à leur tour activer les macrophages, 
responsables des signes d’activation lymphohistiocytaire. 
Si une pathologie est induite par la persistance d’une activation des lymphocytes T 
CD8+, il est également possible d’imaginer que la persistance de l’activation d’autres cellules 
ayant des propriétés cytotoxiques et produisant de grandes quantités de cytokines, telles que 
les cellules iNKT ou les cellules MAIT, pourrait elle aussi être délétère, d’autant plus que ces 
cellules sont activées très rapidement en réponse à différents stimuli. On peut alors voir dans 
leur phénotype pro-apoptotique un moyen de régulation, qui ne bride pas l’intensité de la 
réponse, mais sa durée. D’ailleurs, l’importance de l’apoptose dans l’homéostasie du système 
immunitaire est illustrée par l’exemple d’un déficit immunitaire, l’ALPS (Autoimmune 
Lymphoproliferative Syndrome) dû à un défaut d’apoptose lymphocytaire induite par la voie 
Fas, qui va entrainer des adénopathies, une splénomégalie et des pathologies auto-
immunes443.  
Il est alors tentant d’extrapoler ce phénotype pro-apoptotique à toutes les cellules dites 
innées, comme les cellules B1 ou les cellules MZB. Il pourrait être intéressant de voir si la 
surexpression de XIAP dans des cellules innées a un effet protecteur (dans le cas contraire, 
l’expression de XIAP serait déjà saturante).  
 
C. COMMENT EXPLIQUER CE CARACTÈRE PRO-APOPTOTIQUE SUR LE PLAN 
MOLÉCULAIRE : 
PLZF est un membre de la famille des protéines BTB-ZF (Broad complex tramtrack 
bric-a-brac-Zinc Finger). Les membres de cette famille de facteurs de transcription 
comportent des domaines à doigts de zinc C2H2 en combinaison avec un domaine N-terminal 
BTB qui permet des interactions protéine/protéine. L’activité de régulation transcriptionnelle 
se fait par la liaison des motifs à doigts de zinc à des régions régulatrices des gènes cibles, et 
par le recrutement de cofacteurs par le domaine BTB. Ces protéines sont impliquées dans de 
nombreux phénomènes biologiques, dont le développement du système immunitaire. Ainsi, 
Bcl6 est nécessaire pour la formation des centres germinatifs444, ThPok est nécessaire à la 
différentiation CD4 des cellules T445 et LRF contrôle la différentiation lymphocytaire vers la 
voie T ou B446. Quant à PLZF, il s’agit d’un répresseur transcriptionnel447 impliqué dans la 
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formation du squelette448, le développement du système nerveux449, la spermatogénèse450 et 
dans le développement de cellules du système immunitaire comme les cellules iNKT105,106.  
PLZF est en effet nécessaire aux stades précoces du développement des cellules iNKT 
et à l’acquisition du caractère inné de ces cellules (acquisition du phénotype mémoire et 
capacité de production de cytokines105,106). Chez la souris PLZF KO, le développement des 
cellules iNKT est altéré : elles n’acquièrent pas de phénotype inné et sont en nombre réduit. 
PLZF est aussi associé à l’acquisition du caractère inné d’autres types cellulaires comme les 
cellules T CD4+ sélectionnées par des interactions thymocyte/thymocyte302. Un patient 
déficient en PLZF a été décrit dans la littérature, et il n’a que très peu de cellules iNKT, ce qui 
est en accord avec le rôle crucial de PLZF pour le développement des cellules iNKT108.  
Par ailleurs, plusieurs études ont montré un rôle de PLZF dans l’apoptose et le cycle 
cellulaire, et ce facteur de transcription a un rôle suppresseur de tumeur avéré dans plusieurs 
types de cancers. Ainsi, l’expression de PLZF est diminuée dans des mélanomes451 et la 
surexpression de PLZF dans des cellules de carcinomes cervicaux conduit à leur apoptose452. 
De plus, alors que l’expression de PLZF est fortement diminuée dans des mésothéliomes, une 
expression ectopique de PLZF dans ces mêmes cellules conduit à une augmentation de 
l’apoptose et à une augmentation de l’expression de la forme clivée de la caspase 3432 
(l’expression de la forme non clivée n’étant pas indiquée dans cette étude). Enfin, dans 
certaines leucémies aiguës promyélocytaires on retrouve une translocation impliquant les 
gènes codant pour le récepteur α de l’acide rétinoïque et pour PLZF. La protéine de fusion qui 
en résulte a une activité pro-oncogénique qui est en partie due à un effet dominant-négatif sur 
l’action inhibitrice de PLZF sur l’oncogène c-Myc453. 
Notre étude a mis quant à elle en évidence un rôle pro-apoptotique de PLZF dans les 
cellules T innées humaines. Sa forte expression dans les cellules iNKT et MAIT corrèle avec 
le phénotype pro-apoptotique de ces cellules. D’ailleurs, la surexpression de PLZF dans la 
lignée T Jurkat se traduit par une expression augmentée de la caspase 3 et de sa forme clivée, 
en accord avec l’expression augmentée de cette protéine et de sa forme clivée qui est observée 
dans les cellules iNKT et de caspases activées dans les cellules MAIT (figure 22). De plus la 
surexpression de PLZF dans cette même lignée s’accompagne aussi d’une augmentation de 
l’expression de XIAP similaire à celle observée dans les cellules iNKT. Nous avons 
également vu que les cellules T γδ humaines ont aussi un phénotype pro-apoptotique. De 
manière intéressante, une étude de 2011 a montré que ces cellules expriment aussi PLZF chez 
l’homme108. Cependant, l’expression semble beaucoup moins forte que dans les cellules 
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iNKT ou MAIT humaines. Cette différence d’expression pourrait ainsi expliquer que même si 
elles sont plus sensibles à l’apoptose que des cellules T αβ conventionnelles, les cellules T γδ 
sont moins sensibles que les cellules iNKT ou MAIT. 
L’étude de certains modèles murins suggère également un rôle pro-apoptotique de 
PLZF dans les cellules iNKT. Ainsi, la souris transgénique pour PLZF dans les cellules T à 
une réduction de son nombre de cellules iNKT en périphérie, ce qui est en faveur d’un rôle 
pro-apoptotique de PLZF dans ces cellules. En s’intéressant au développement thymique des 
cellules iNKT, les auteurs ont montré qu’au stade 0, les cellules iNKT sont en nombre 
normal. Par contre, les cellules au stade 3 sont fortement diminuées dans le thymus107. 
L’étude de PLZF au cours du développement des cellules iNKT montre que l’expression de 
PLZF est présente au stade 0, augmente au stade 1 avant de fortement diminuer dans les 
stades 2 et 3106. On peut alors penser que dans le modèle de souris transgénique pour PLZF, 
qu’il n’y a pas de diminution de l’expression de PLZF lors du passage au stade 3, comme 
l’expression de PLZF est forcée par le transgène. Cette forte expression de PLZF pourrait 
alors s’accompagner d’une apoptose massive des cellules iNKT. De manière concordante, 
dans le modèle murin de déficience en ITK, les cellules iNKT sont plus apoptotiques que des 
cellules iNKT de souris sauvage, et ont des niveaux d’expression de PLZF plus importants454.  
Par ailleurs, dans nos expériences, la surexpression de PLZF dans des cellules 
conventionnelles Vβ2 ne donne pas lieu à des apoptoses aussi importantes que celle des 
cellules iNKT. De la même manière, dans nos expériences d’extinction de PLZF dans les 
cellules iNKT ou les cellules MAIT, l’apoptose n’est que partiellement réduite. Ces résultats 
peuvent s’expliquer par le fait que le niveau d’expression de PLZF obtenu dans les cellules T 
Vβ2 transduites est inférieur à celui que présentent naturellement les cellules iNKT, et que 
l’extinction de l’expression de PLZF dans les cellules iNKT ou MAIT n’est que très partielle. 
Par ailleurs, les études chez la souris montrent que PLZF est requis dans le thymus pour le 
développement et l’acquisiton du phénotype effecteur des cellules iNKT106. Comme le montre 
la figure 19, PLZF est déjà exprimé dans les cellules mises en expansions à partir de cellules 
de thymus, et le caractère pro-apoptotique des cellules iNKT est déjà présent dans ces 
cellules. Ces données suggèrent que PLZF joue un rôle dans l’acquisition du caractère pro-
apoptotique au niveau du thymus. Modifier l’expression de PLZF dans des cellules matures 
pourrait ainsi ne pas être suffisant pour modifier efficacement ce phénotype pro-apoptotique 
que ce soit dans les cellules Vβ2 ou dans les cellules iNKT.  
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Enfin, le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT et MAIT pourrait aussi être 
sous le contrôle d’autres facteurs de transcriptions en combinaison ou non avec PLZF. Un 
argument en faveur de cette hypothèse est l’effet différent de l’expression de PLZF sur 
l’apoptose selon le type cellulaire étudié. Ainsi, une étude de 2007 a montré qu’une 
surexpression de PLZF conduit à une apoptose augmentée dans la lignée de cellules T Jurkat. 
Par contre, la surexpression de PLZF dans la lignée de précurseurs de granulocytes K562 ou 
dans la lignée lymphocytaire B DG-75431 n’a pas d’effet sur l’apoptose. Paradoxalement, 
PLZF a aussi été montré par la même équipe comme se liant aussi à une région régulatrice de 
Bid dans les cellules Jurkat. PLZF réprime alors l’expression de Bid455. Dans la lignée murine 
myéloïde 32Dcl3, l’expression de PLZF joue également un rôle négatif dans le cycle 
cellulaire et augmente l’apoptose430. PLZF régule négativement la prolifération et le cycle 
cellulaire en se liant à la région régulatrice de c-Myc, réduisant ainsi son expression456. Enfin, 
PLZF joue un rôle anti-apoptotique nécessaire au maintien de la spermatogénèse450. La 
différence de comportement de PLZF vis-à-vis de l’apoptose dans différents types cellulaire 
pourrait ainsi indiquer que PLZF agit en coopération avec d’autres facteurs qui sont différents 
selon le type cellulaire considéré. 
Il serait par ailleurs intéressant d’identifier les cibles transcriptionnelles de PLZF. En 
effet, si nous avons vu que la caspase 3 est surexprimée en présence de PLZF dans les Jurkat 
TAg, il est probable que le gène de la caspase 3 ne soit pas directement la cible de PLZF qui 
est plutôt un répresseur transcriptionnel. Il y a donc certainement des intermédiaires dans la 
régulation de l’expression de la caspase 3 par PLZF.  
Sur la base de nos résultats et de ceux publiés dans la littérature, nous pouvons alors 
proposer le schéma suivant de développement et d’homéostasie des cellules iNKT humaines 
(figure 36). SAP et PLZF interviennent dans le développement thymique. XIAP serait 
nécessaire à la survie des cellules iNKT en périphérie. PLZF interviendrait lui aussi dans la 
régulation de ces cellules en leur conférant un phénotype pro-apoptotique. Par ailleurs, il 
existe certainement d’autres facteurs important pour la régulation de l’homéostasie des 
cellules iNKT en périphérie. D’autres IAP pourraient ainsi avoir un rôle protecteur alors que 
d’autres facteurs de transcription pourraient participer à l’acquisition de cette succeptibilité à 
l’apoptose. Nous pouvons citer par exemple le facteur de transcription à doigt de zinc Hobit 
récemment identifié. Celui-ci est en effet nécessaire au développement et à la différentiation 
effectrice des cellules iNKT murines et pourrait aussi avoir un rôle dans leur survie en 
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périphérie comme le suggèrent des expériences de stimulation dans l’étude de Gisbergen et 
al.457. Néanmoins, le facteur Hobit n’est pas exprimé dans les cellules iNKT humaines. 
 
Figure 36 : Schéma récapitulatif du développement et de l'homéostasie des cellules iNKT 
humaines. En plus des rôles connus de SAP et PLZF dans le développement des cellules iNKT, nos résultats 
montrent que XIAP et PLZF sont importants pour l’homéostasie de ces cellules. D’autres facteurs sont aussi 
certainement impliqués. 
D. PHÉNOTYPE DES CELLULES INKT RÉSIDUELLES CHEZ LES PATIENTS ATTEINTS DE 
XLP-2 : 
L’étude des marqueurs CD161, CD4 et CD8 des cellules iNKT du patient P1 ne 
montre pas de défaut (figure 13). Comme pour les contrôles, la majorité des cellules 
CD3+Vα24+Vβ11+ est aussi CD161+. Pour les patients XLP-2, le pourcentage est plus 
variable et chez deux des trois patients montrés, la majorité des cellules détectées par le 
marquage CD3+Vα24+Vβ11+ est CD161- (figure 47, annexe 9) . Les données sur le patient P1 
excluent un défaut de développement des cellules iNKT chez les patients XLP-2, qui 
conduirait à une augmentation de la population CD161- chez eux. D’ailleurs, cette population 
de cellules iNKT CD161- est retrouvée de manière majoritaire chez des patients souffrant de 
la maladie de Crohn, qui est une pathologie inflammatoire chronique qui pourrait induire 
l’apoptose des cellules iNKT (données non publiées). Ces observations pourraient suggérer 
que la population de cellules iNKT CD161- est moins sensible à l’apoptose que la population 
CD161+, et qu’elle aurait donc un avantage sélectif chez les patients XLP-2 ou chez les 
patients souffrant de la maladie de Crohn. Une observation en faveur de cette hypothèse est la 
description en 2011 d’une population humaine de cellules Vα24- reconnaissant toutefois un 
tétramère de CD1d chargé en αGalCer. Ces cellules ont un phénotype naïf et n’expriment pas 
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CD161. De manière intéressante, ces cellules expriment des niveaux intermédiaires de 
PLZF458. Il est donc possible que les cellules iNKT CD161- expriment elles aussi des niveaux 
plus faibles de PLZF, provoquant une moindre sensibilité à l’apoptose. Un autre argument en 
faveur de cette  hypothèse est le fait que chez la souris PLZF KO, les cellules iNKT qui se 
développent n’expriment pas ou peu NK1.1 (l’équivalent murin de CD161)105. Il serait donc 
intéressant de mesurer l’expression de PLZF dans les deux populations de cellules iNKT pour 
voir si il y a une différence selon que les cellules expriment ou non CD161, ou encore 
d’analyser l’effet de la diminution de PLZF sur l’expression de CD161. Enfin, il faudrait 
étudier l’apoptose de cellules iNKT résiduelles chez les patients XLP-2 pour voir si en effet 
elles sont plus résistantes à l’apoptose, ce que suggère l’ensemble de ces observations.  
E. ROLE DES CELLULES INKT DANS LA PHYSIOPATHOLOGIE DU XLP-2 : 
1. Un lien entre EBV et NKT : 
L’ensemble de nos observations nous permet de proposer un modèle d’activation des 
cellules iNKT lors de l’infection de l’EBV : lors de la primo-infection par l’EBV, les cellules 
B vont augmenter l’expression de surface de CD1d comme le suggère le résultat de 
l’expérience d’activation des cellules B (figure 33). Il est probable que cette surexpression 
s’accompagne de l’exposition d’un ligand endogène des cellules iNKT, la nature de ce ligand 
restant à déterminer. Cette présentation d’un ligand par les cellules B infectées va permettre 
l’activation des cellules iNKT. D’une part, grâce à leur activité cytotoxique, elles vont 
pouvoir lyser les cellules B infectées, d’autre part, cette activation va s’accompagner d’une 
production de cytokines comme l’IFN-γ qui va permettre la transactivation d’autres cellules 
du système immunitaire. Les cellules iNKT interviendraient donc dans la phase précoce de 
l’infection par l’EBV. Il est aussi vraisemblable qu’en plus de ce mécanisme potentiel direct 
d’activation des cellules iNKT par les cellules B infectées, il existe un mécanisme 
d’activation indirecte  par des CPA. Il a en effet été montré que l’EBV est capable d’activer 
les cellules dendritiques via le TLR9459. Par ailleurs, une activation des cellules dendritiques 
via certains TLR a été montré comme entraînant une présentation accrue de 
glycosphingolipides par CD1d135. Dans cette étude, l’activation via le TLR-9 n’a cependant 
pas été étudiée. Enfin, les cellules iNKT pourraient avoir également un rôle dans la 
contraction de la réponse anti-EBV. En effet, une étude de Ho et al. en 2004165 a montré que 
des cellule iNKT sont capables de limiter l’expansion de cellules T activées spécifiques de 
l’EBV en lysant soit des CPA soit des cellules T exprimant CD1d. Une mauvaise contraction 
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de la réponse anti-EBV à cause de la réduction du nombre de cellules iNKT pourrait donc 
aussi participer à la physiopathologie du XLP, dont le déclenchement du HLH qui se 
caractérise par une réponse exacerbée non contrôlée. 
L’hypothèse d’un rôle des cellules iNKT dans le contrôle de l’EBV est aussi appuyée 
par le fait que la vaccination contre un virus de la même famille, le VZV, a déclenché une 
varicelle sévère chez deux patients qui ne présentaient pas d’autres anomalies qu’un nombre 
réduit de cellules iNKT204,205. Un autre argument est l’existence de mécanismes 
d’échappement développés par des membres de la famille des herpesvirus dont fait partie 
l’EBV. Ainsi, l’HHV-8 utilise les protéines MIR1 et MIR2 pour réguler l’expression de CD1d 
à la surface des cellules infectées. Cette inhibition est due à une ubiquitination de la chaine α 
de CD1d sur la partie cytoplasmique qui entraîne l’endocytose du récepteur214. De plus, Yuan 
et al. ont montré qu’HSV-1 réduit l’expression de CD1d à la surface des cellules dendritiques 
en interférant avec le recyclage de la molécule CD1d215. Nos observations suggèrent elles 
aussi que l’EBV a la capacité de limiter l’expression de CD1d à la surface des cellules comme 
le montre l’absence d’expression ou l’expression très faible de CD1d à la surface des lignées 
B/EBV+ (figure 35). Ce mécanisme d’échappement semble indiquer un rôle des cellules 
iNKT dans l’immunité anti-EBV. Afin de compléter ces données, nous pourrions étudier la 
possible modulation de l’expression de CD1d par l’EBV en utilisant un EBV modifié 
contenant le gène de la GFP dans son génome. En infectant des PBL d’un contrôle, nous 
serions alors capables de suivre l’expression de CD1d sur les cellules infectées. Il serait aussi 
possible de voir si des cellules B infectées par l’EBV sont capables d’activer des cellules 
iNKT.  
 Enfin, certaines observations au cours de pathologies associées à l’EBV plaident en 
faveur d’un rôle des cellules iNKT dans le contrôle des cellules infectées par l’EBV. Chez 
l’homme, une étude a montré que le nombre total de cellules iNKT est inférieur chez les 
patients souffrant de pathologies associées à l’EBV comme la maladie de Hodgkin ou la 
mononucléose infectieuse en comparaison avec des porteurs sains206. Même si cette étude a 
été rétractée, une autre étude a montré que la fréquence de cellules iNKT CD8+ est diminuée 
dans le sang de patients souffrant de pathologies associées à l’EBV comme la maladie de 
Hodgkin ou le carcinome du nasopharynx207.  L’étude des DIP apporte aussi des arguments en 
faveur d’un rôle des cellules iNKT vis-à-vis de l’infection par l’EBV. En effet, si la 
susceptibilité aux herpesvirus est classique au cours de déficits immunitaires avec un déficit T 
important, il existe également des déficits au cours desquels la susceptibilité est 
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particulièrement marquée vis-à-vis de l’EBV. C’est le cas par exemple du déficit en 
WASP124, en Cernunnos (données non publiées), ou encore du déficit en Munc 18.2 (aussi 
appelé FHL5)460 au cours desquels il existe une diminution importante du nombre de cellules 
iNKT. Enfin, le syndrome XLP et le déficit en ITK sont particuliers par la susceptibilité 
élective vis-à-vis de l’infection par l’EBV, et sont caractérisés par une diminution très 
marquée du nombre de cellules iNKT102.  
Cependant, pour certains déficits comme le FHL-5 la disparition des cellules iNKT 
pourrait précéder la pathologie ou être induite par celle-ci. Les cytokines inflammatoires qui 
s’accumulent dans le contexte du HLH pourraient en effet favoriser l’apoptose des cellules 
iNKT comme le suggèrent des observations récentes de la diminution des cellules iNKT chez 
des patients ayant un HLH460. Il faut aussi noter que toutes ces pathologies sont également 
associées à d’autres dysfonctionnements du système immunitaire qui pourraient aussi 
participer à la mauvaise réponse contre l’EBV. Par exemple, dans le cas du XLP-1, le rôle de 
SAP dans la réponse cytotoxique des lymphocytes T envers les cellules B infectées par l’EBV 
joue un rôle essentiel dans la pathogénie de la maladie. Dans le cas du XLP-2, nous ne 
pouvons exclure qu’une autre population importante pour le contrôle de l’infection par 
l’EBV, et que nous n’avons pas encore identifié à ce jour, soit également touchée par 
l’absence de XIAP.  
2. Rôle de la susceptibilité à l’apoptose des cellules iNKT dans la 
physiopathologie du XLP-2 : 
Sur la base de ces observations et des propriétés connues des cellules iNKT (activation 
rapide et initiation de la réponse immunitaire), on peut donc proposer que ces cellules jouent 
un rôle important dans la réponse immunitaire contre l’EBV et plus particulièrement dans la 
phase initiale de cette réponse. 
Chez les patients XLP-1, le contrôle précoce de l’infection se ferait donc mal en 
l’absence des cellules iNKT qui ne se développent pas. Chez les patients XLP-2, nous 
pouvons émettre l’hypothèse au vu des différentes expériences présentées dans ce manuscrit 
que les cellules iNKT sont présentes avant l’infection par l’EBV. Le patient P1 de la figure 11 
a en effet un nombre normal de cellules iNKT qui semblent avoir un développement normal 
(figure 13). Dans la cohorte américaine, un autre patient XLP-2 ayant un nombre élevé de 
cellules iNKT a aussi été décrit et il est également séronégatif pour l’EBV461.  
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Lors de l’infection, les cellules iNKT des patients XLP-2 vont s’activer et répondre à 
l’infection comme chez des donneurs sains. Cette activation va entraîner leur apoptose, de 
manière similaire à ce qui se passe chez des contrôles. En l’absence de XIAP, la phase 
d’apoptose des cellules iNKT est cependant accentuée comme le montrent nos expériences 
d’extinction de XIAP. Cette apoptose accrue conduit alors à une forte diminution des cellules 
iNKT et donc à un mauvais contrôle de la phase précoce de l’infection comme dans le cas du 
XLP-1. 
Les patients XLP-2 perdraient donc leurs cellules iNKT lors de la primo-infection par 
l’EBV. Par ailleurs, la majorité des cellules infectées par l’EBV est éliminée au cours de la 
réponse immunitaire, cependant quelques cellules B vont survivre et acquérir un phénotype 
mémoire à longue durée de vie. Ces cellules vont constituer un réservoir pour le virus. Cette 
phase dite de latence permet au virus de se maintenir dans les cellules de l’hôte de manière 
silencieuse. De manière sporadique, des événements physiologiques comme une stimulation 
antigénique peuvent déclencher une réactivation du virus qui va rentrer en phase dite 
lytique433. Cette phase latente d’infection permettrait elle d’expliquer que les patients XLP-2 
ne retrouvent pas un nombre normal de cellules iNKT après la primo-infection, puisque leurs 
cellules iNKT sont stimulées de manière chronique par les cellules infectées. Cette hypothèse 
de disparition des cellules iNKT lors de la primo-infection par l’EBV et la stimulation 
chronique des cellules résiduelles pourrait aussi être à l’origine de l’apparition des cellules 
iNKT CD161- décrites dans la figure 47 chez les patients XLP-2. En effet, les patients 
montrés sur cette figure ont tous déjà été infectés par l’EBV. Les cellules iNKT CD161- 
auraient alors un avantage sélectif du fait de leur moindre sensibilité à l’apoptose.  
 Par ailleurs, l’expression de XIAP dans les cellules iNKT de deux mères porteuses de 
mutations nulles de XIAP a été mesurée par cytométrie dans une étude de 2009462. Chez une 
mère, la totalité des cellules iNKT sont XIAP+ ce qui indique un biais dans l’inactivation du 
chromosome X dans cette population. Par contre, l’autre mère présente une population 
bimodale XIAP+ et XIAP- dans ses cellules iNKT. Les auteurs en concluent que XIAP n’est 
nécessaire ni au développement ni à la survie des cellules iNKT. Ces observations sont 
néanmoins compatibles avec nos hypothèses. En effet, dans cette étude, le statut de l’infection 
par l’EBV des mères n’est pas donné. Nous pouvons donc imaginer que la mère ayant une 
population bimodale n’a pas encore rencontré l’EBV. Ses cellules iNKT XIAP+ n’ont donc 
pas d’avantage sélectif. Par contre, la mère ayant des cellules iNKT uniquement XIAP+ a 
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peut-être déjà été infectée par l’EBV. Ses cellules iNKT sont donc toutes XIAP+ car ces 
dernières ont un avantage sélectif. 
L’absence ou la fragilité des cellules iNKT favoriserait le déclenchement du syndrome 
lymphoprolifératif lors de l’infection par l’EBV. L’activité cytotoxique des cellules iNKT 
dans l’élimination des lymphocytes B infectées lors de la phase initiale de l’infection jouerait 
un rôle important dans le contrôle précoce de l’infection avant que l’immunité adaptative se 
mette en place avec l’apparition de cellules T CD8+ cytotoxiques spécifiques de l’EBV. 
En outre, il est aussi envisageable que d’autres virus puissent aussi résulter en une 
réduction du nombre de cellules iNKT chez les patients XLP-2, ce qui par la suite pourrait 
entraîner un mauvais contrôle de l’EBV. Enfin, nous ne pouvons exclure que le contexte 
inflammatoire du HLH puisse aussi participer à la perte des cellules iNKT chez les patients 
XLP-2 sans lien direct avec l’EBV. 
F. ROLE DE LA SUSCEPTIBILITE A L’APOPTOSE DES CELLULES MAIT DANS LA 
PHYSIOPATHOLOGIE DU XLP-2 : 
Ce travail a aussi permis d’identifier le XLP-2 comme le premier DIP associé à un 
défaut de cellules MAIT en périphérie. Contrairement aux cellules iNKT pour lesquelles il 
semble nécessaire d’avoir un évènement particulier comme l’infection par l’EBV, il 
semblerait que la réduction du nombre de cellules MAIT chez les patients XLP-2 soit 
générale. Le patient XLP-2 P1 qui n’a pas été infecté par l’EBV et qui a un nombre normal de 
cellules iNKT  a lui aussi un nombre faible de cellules MAIT. On peut alors penser que les 
cellules MAIT, activées de manière chronique et précoce au cours de la vie par la flore 
bactérienne intestinale, meurent plus fortement en l’absence de XIAP. Par ailleurs, ces 
cellules semblent être un acteur de choix dans l’immunité intestinale puisqu’elles ont une 
capacité régulatrice, qu’elles sont activées par des bactéries et qu’elles sont enrichies dans la 
lamina propria intestinale239. Il est donc possible que la diminution des cellules MAIT, dans le 
sang mais également dans le tissu intestinal (données en cours de publication par Claire 
Aguilar) participe à la survenue des manifestations digestives inflammatoires observées chez 
environ 25% des patients atteints de XLP-2.  
Par ailleurs, il serait également intéressant d’étudier le rôle des cellules iNKT dans ces 
manifestations digestives, du fait de leur rôle dans la production de cytokines importantes 
dans l’immunité muqueuse telles que l’IL-17 et l’IL-22, ou encore de leur interaction avec la 
flore intestinale60,463,464. Cependant, l’absence de pathologie intestinale inflammatoire 
évidente chez les patients atteints de XLP-1 plaide contre un rôle non redondant des cellules 
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iNKT dans l’immunité intestinale bien que les lymphomes retrouvés chez les patients XLP-1 
ont surtout une localisation digestive347. 
 
G. LIMITES DES MÉTHODES UTILISÉES : 
Pour notre étude portant sur les cellules iNKT humaines, nous avons utilisé des 
méthodes d’expansions, puisque la proportion de ces cellules dans le sang périphériques de 
contrôles est très faible. Nous avons également mis en expansion des cellules T 
conventionnelles (les cellules T portant le réarrangment Vβ2). Ces méthodes d’expansions 
peuvent introduire des biais dans la réponse à des stimuli apoptotiques. Néanmoins, nous 
avons controlé ce système en comparant des marqueurs d’activation. De plus, nous avons 
aussi réalisé des expériences ex vivo pour nous assurer que le phénotype pro-apoptotique n’est 
pas uniquement dû à l’expansion.  
Nous avons également utilisé des approches d’extinction d’expression par sh-RNA. 
Cette approche présente la limite de ne pas offrir une extinction complète de la protéine visée 
(XIAP ou PLZF dans notre cas). Une méthode alternative aurait été l’utilisation de souris 
XIAP KO. D’ailleurs, la très grande majorité des études sur les cellules iNKT sont faites chez 
la souris. Il existe en effet de nombreux modèles de souris transgéniques utiles pour l’étude de 
ces cellules. De plus, le nombre relativement important de lymphocytes iNKT chez la souris 
permet de les étudier facilement.  
 Néanmoins, même si le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT est aussi 
retrouvé chez la souris, le rôle de XIAP ne semble pas équivalent dans les deux espèces 
(figure 31). L’utilisation de la souris XIAP KO n’a donc pas permis d’appréhender le rôle de 
XIAP pour les cellules iNKT. Par ailleurs, l’utilisation de souris KO pour étudier le rôle de 
PLZF en périphérie n’est pas possible puisque PLZF est requis pour le développement de ces 
cellules105,106. Il pourrait être utile d’utiliser une souris KO conditionnel qui permettrait 
d’éteindre l’expression de PLZF dans les cellules iNKT en périphérie. 
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IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES : 
A. CONCLUSION : 
Ce travail de thèse a permis de montrer que les cellules T innées iNKT et MAIT humaines 
partagent un phénotype pro-apoptotique qui n’est pas retrouvé dans des cellules T 
conventionnelles. La forte expression dans ces cellules de molécules impliquées dans l’apoptose 
comme les caspases et leurs formes clivées rend compte de ce phénotype pro-apoptotique. Celui-ci 
corrèle avec un rôle important de XIAP dans l’homéostasie de ces cellules. XIAP pourrait ainsi 
être particulièrement requis par les cellules iNKT et MAIT pour contrer l’effet des caspases. Cette 
dépendance particulière en XIAP se traduit par une réduction de ces cellules dans le sang des 
patients XLP-2. Cette pathologie constitue donc le premier DIP associé à une réduction du nombre 
de cellules MAIT en périphérie. De manière intéressante, ce déficit en cellules MAIT pourrait 
participer à la physiopathologie du XLP-2 pour lequel une atteinte intestinale est observée chez 
25% des patients. Dans le cas des cellules iNKT, ce phénotype pro-apoptotique est acquis de 
manière précoce puisque l’étude de cellules iNKT de thymus ou de sang de cordon montre 
qu’elles ont déjà un phénotype pro-apoptotique. Par ailleurs, nous avons aussi montré que les 
cellules T γδ sont également plus sensibles à l’apoptose que des cellules T conventionnelles αβ. 
Néanmoins ce phénotype est moins marqué que pour les cellules iNKT et MAIT et ne semble pas 
aussi dépendant de XIAP. Enfin, le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT est aussi observé 
chez la souris bien que celui-ci ne soit pas régulé par XIAP.  
De plus, notre étude montre que le phénotype pro-apoptotique des cellules iNKT est en 
partie dépendant de l’expression du facteur de transcription PLZF. En effet, des expériences 
d’extinction de PLZF dans les lymphocytes iNKT et MAIT ou des expériences de surexpression 
de PLZF dans des cellules T conventionnelles montrent que PLZF contrôle en partie le phénotype 
pro-apoptotique des cellules T innées. Il joue notamment un rôle dans la plus forte expression de 
la caspase 3 dans les cellules T innées comme le montrent des études biochimiques dans les 
cellules T Jurkat surexprimant PLZF. 
L’ensemble de ces travaux a donc permis de mettre en évidence un mécanisme de régulation 
qui permettrait de limiter l’intensité de la réponse des cellules iNKT et MAIT. Il est en effet 
nécessaire de pouvoir contrôler ces cellules au phénotype activé/mémoire pour éviter un 
emballement de la réponse immunitaire qui aurait un effet délétère sur l’organisme. De plus, ces 
cellules sont activées plus facilement et de manière moins spécifique que les populations de 
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lymphocytes T conventionnelles de par les ligands qu’elles reconnaissent. Leur grande sensibilité 
à l’apoptose agirait lors de leur activation afin de limiter leur expansion et la durée de leur 
réponse. De manière remarquable, le facteur de transcription PLZF qui est en partie responsable 
du caractère inné de ces cellules est aussi impliqué dans l’établissement de leur phénotype pro-
apoptotique. PLZF est donc un facteur clé pour la différentiation et l’homéostasie de ces cellules 
innées en régulant l’acquisition des fonctions effectrices et en limitant leur survie. La protéine 
XIAP participerait elle dans ce contexte à contrer dans une certaine mesure la plus grande 
expression de caspases, ce qui permettrait aux cellules de survivre en périphérie en l’absence de 
stimulation. XIAP pourrait aussi agir en combinaison d’autres facteurs tel l’IL-15 qui est 
spécifiquement requis pour la survie de ces cellules en périphérie112. 
L’identification d’un phénotype pro-apoptotique restreint aux cellules iNKT et MAIT, qui 
dépend de PLZF et qui est contrebalancé par XIAP apporte de nouvelles connaissances sur la 
biologie de ces cellules. 
Nos résultats préliminaires indiquent enfin que les cellules iNKT pourraient jouer un rôle 
dans la réponse à l’infection par l’EBV. En effet, nous avons montré qu’une activation des cellules 
B se traduit par une augmentation de l’expression de surface de CD1d. De plus, l’étude de lignées 
B semble indiquer que l’EBV est capable d’interférer avec cette expression. Par ailleurs, 
l’existence du patient XLP-2 P1 qui a un nombre normal de cellules iNKT et qui n’a pas encore 
été infecté par l’EBV suggère que la perte des cellules iNKT est secondaire à l’infection chez les 
patients XLP-2. Cette perte pourrait être due à une activation directe ou indirecte des cellules 
iNKT par des cellules B infectées. 
B. PERSPECTIVES : 
1. Mise en évidence du rôle des cellules iNKT dans l’infection par 
l’EBV : 
Il serait intéressant d’étudier d’autres pathologies induites par l’EBV et d’analyser le 
compartiment iNKT chez les patients. On peut notamment s’intéresser au cas des Post-
transplantation lymphoproliferative disorders (PTLD). Les PTLD sont des 
lymphoproliférations B/EBV qui surviennent chez des patients transplantés et sous 
immunosuppresseurs465. Nous pouvons aussi étudier les lymphomes de hodgkin survenant 
chez les patients HIV et qui sont toujours associés à l’EBV alors même que le plus souvent 
ces patients n’ont pas de lymphopénie T sévère466.  Il serait alors possible de chercher une 
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corrélation entre le nombre de cellules iNKT circulantes et l’apparition de PTLD ou de 
lymphomes chez les patient HIV. 
Enfin, une dernière approche qui serait un argument fort en faveur d’un rôle des 
cellules iNKT contre l’infection par l’EBV serait la découverte de cellules iNKT 
« révertantes » dans le contexte des DIP. Il a en effet été décrit en 2012 les cas de 8 patients 
déficients en SAP chez qui il a été trouvé des cellules T CD8+ (et des cellules NK chez un des 
patients) ayant subi une réversion de la mutation originale leur permettant d’exprimer une 
protéine sauvage467. Ces évènements de réversion ne se produisent que chez des patients ayant 
été infectés par l’EBV ce qui suggère que celui-ci exerce une pression de sélection suffisante 
pour faire apparaitre ces cellules T, d’autant plus que les cellules révertantes reconnaissent 
des cellules B/EBV. Dans cette étude il n’a cependant pas été observé de patients ayant 
retrouvé des cellules iNKT dans le sang, ce qui aurait indiqué un événement de réversion 
permettant le développement des lymphocytes iNKT. Il serait cependant intéressant de 
chercher des cellules iNKT ayant subi un évènement de réversion parmi les cellules de 
patients XLP-1, XLP-2 ou d’autres DIP caractérisé par une susceptibilité à l’EBV. Cette 
identification aurait d’autant plus de sens si elle était associée à un contrôle de l’EBV chez le 
patient. 
2. Les cellules iNKT comme biomarqueur : 
La démonstration du caractère pro-apoptotique des cellules iNKT donne une 
explication au défaut de ces cellules observé dans de nombreuses pathologies chez l’homme 
comme l’auto-immunité, les pathologies inflammatoires, les cancers et les infections (cf. 
introduction). Dans de telles situations, le défaut de cellules iNKT pourrait être secondaire au 
contexte pathologique qui augmenterait l’apoptose des cellules iNKT. Par exemple, les 
patients obèses souffrent d’inflammation chronique468 et le nombre de cellules iNKT dans 
leur omentum (organe particulièrement riche en cellules iNKT) est diminué30. Il est donc 
possible que le nombre de cellules iNKT soit un bon marqueur biologique corrélant avec 
l’évolutivité de certaines maladies.  
Si le lien entre EBV et cellules iNKT est confirmé, il serait aussi utile de se servir des 
cellules iNKT dans des pathologies associées à l’EBV. Cela permettrait d’adapter le suivi des 
patients. En effet, Il pourrait être utile d’anticiper les évènements liés à l’EBV comme les 
PTLD ou la survenue de lymphomes de Hodgkin chez les patients VIH, en se servant des 
cellules iNKT comme facteur pronostic de la survenue de ces pathologies. Selon leur nombre 
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de cellules iNKT, les patients pourraient être ainsi classés dans des groupes à risques qui 
nécessiteraient un suivi plus ou moins rapproché. Néanmoins cette approche nécessiterait un 
bon suivi des patients car comme on l’a vu, il existe une grande variabilité interindividuelle 
du nombre de lymphocytes iNKT. 
3. Utilisation thérapeutique des cellules iNKT : 
Par ailleurs, les cellules iNKT ayant un haut potentiel anti-tumoral, il est tentant de 
vouloir les utiliser comme approche thérapeutique. Nous pouvons en effet imaginer qu’un 
patient atteint d’une tumeur a un nombre réduit de cellules iNKT du fait d’une apoptose 
élevée de ces dernières dans le contexte pathologique. Un moyen de contourner cette 
disparition des cellules iNKT par apoptose est d’amplifier ex vivo des cellules iNKT du 
patient avant de lui réinjecter. Cet apport artificiel de cellules iNKT pourrait ainsi permettre 
d’avoir un effet anti-tumoral sans recourir à des traitements plus lourds comme une 
chimiothérapie ou une greffe. Des essais cliniques utilisant cette stratégie ont été tentés et 
l’innocuité de cette approche a été démontrée469. Si dans cet essai aucun patient n’a eu 
d’amélioration de sa maladie, un deuxième essai couplant l’injection de cellules iNKT mises 
en expansion in vitro avec l’injection de CPA chargées en αGalCer a permis d’observer des 
améliorations chez les patients470. Il semble donc qu’il soit nécessaire dans ce genre 
d’approches de stimuler les cellules iNKT pour avoir un bénéfice thérapeutique.  
De plus, une étude prospective chez des enfants ayant reçu une allogreffe de cellules 
souches hématopoïétiques suite à une leucémie ou une myélodysplasie a été effectuée par de 
Lalla et al.189. Celle-ci montre une forte corrélation entre l’absence de rechute et la 
reconstitution d’un pool de cellules iNKT du donneur chez l’hôte. Une autre étude publiée en 
2012 a montré que cette reconstitution est associée à une meilleure survie et à une incidence 
moindre de rejet du greffon contre l’hôte471. De la même manière, le nombre de cellules iNKT 
avant traitement de patients souffrant de leucémie myéloïdes aigues a été corrélé à une 
meilleure survie472. Il semble donc que le nombre de cellules iNKT avant traitement ou le 
nombre de cellules iNKT reconstituées après une greffe corrèle avec un bon pronostic. Il est 
certes difficile de dire si les cellules iNKT sont plus nombreuses puisque la maladie régresse 
ou si la maladie régresse parce que les cellules iNKT sont plus nombreuses. Il pourrait 
néanmoins être intéressant de traiter les patients avant chimiothérapie ou les patients n’ayant 
pas reconstitué un pool de cellules iNKT dans un laps de temps court suite à une greffe avec 
des injections de cellules iNKT mises en expansions in vitro à partir des cellules du donneur.  
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Par ailleurs, dans le cas du XLP-2, il est envisageable de palier au déficit de cellules 
iNKT chez les patients en utilisant une approche d’injections de cellules iNKT mises en 
expansion in vitro dès lors que les patients font la primo-infection à l’EBV. Par cette stratégie, 
on ne pourra pas agir aux étapes précoces de l’infection, mais l’apport de cellules iNKT 
pourrait cependant permettre de participer à la contraction de la réponse anti-EBV, ce qui 
permettrait de limiter la lymphoprolifération dans le temps. Il est aussi envisageable d’utiliser 
des médicaments permettant d’augmenter le nombre de cellules iNKT comme le lénalidomide 
qui est capable in vivo d’augmenter le nombre de cellules iNKT chez des patients souffrant de 
myélomes473. 
Enfin, même s’il pourrait sembler au premier abord imprudent d’injecter une grande 
quantité de cellules iNKT à une personne ou de les amplifier in vivo, à cause de leur grande 
réactivité et de leur capacité à produire de grandes quantités de cytokines, il est raisonnable de 
penser que leur phénotype pro-apoptotique entraînera leur élimination naturelle en cas de trop 
forte activation. Il s’agirait donc d’un médicament «à durée de vie limitée ». 
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V. ANNEXES : 
A. ANNEXE 1: LES PATIENTS XLP-2 HYPOMORPHES ONT PLUS DE CELLULES INKT 
ET MAIT QUE LES PATIENTS N’AYANT PAS DE PROTEINE RESIDUELLE : 
 
Figure 37 : Les patients hypomorphes ont plus de cellules iNKT que les patients n’exprimant pas de 
protéine résiduelle. Comparaison du nombre de cellules iNKT (TCRVα24+TCRVβ11+) dans les lymphocytes 
CD3+ du sang de patients n’ayant pas de protéine XIAP (null) et de patients  hypomorphes (hypomorphe). Les 
cellules iNKT ont été détectées par marquage par un anti-CD3, un anti-Vα24 et un anti-Vβ11. *P<0.05 
 
Figure 38 : Les patients hypomorphes ont plus de cellules MAIT que les patients n’exprimant pas de 
protéine résiduelle. Comparaison du nombre de cellules MAIT (TCRVα7.2+CD161+) dans les lymphocytes 
CD3+ du sang de patients n’ayant pas de protéine XIAP (null) et de patients  hypomorphes (hypomorphe). Les 
cellules MAIT ont été détectées par marquage par un anti-CD3, un anti-Vα7.2 et un anti-CD161. *P<0.05 
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1 G466X 218  
2 G466X 299  
3 G466X 293  
4 G466X 363  
5 E434AfsX457 190 6600 
6 H220Y 239 8030 
Tableau 4 : Mutations et nombre de cellules iNKT et MAIT associés aux patients XLP-2 hypomorphes. Le 
nombre de cellules iNKT et cellules MAIT est donné pour 106 cellules T CD3+. 
 
Figure 39 : Représentation schématique de la protéine XIAP. Les différents domaines de la protéine XIAP 
ont été représentés. Les chiffres indiqués correspondent à la position des domaines en fonction de la séquence en 
acides aminés. Sous la protéine sont indiquées les mutations hypomorphes de notre cohorte.  
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B. ANNEXE 2 : METHODE DE MESURE DE L’APOPTOSE : 
L’annexineV permet de marquer les phosphatidylsérines qui sont exposées à la surface 
des cellules suite à l’entrée en apoptose des cellules. Le 7-AAD est un intercalant de l’ADN 
qui ne pénètre dans la cellule que si celle-ci est perméabilisée. L’exposition des 
phosphatidylsérines étant un des premiers évènements intervenant lors de l’apoptose, nous 
pouvons identifier 3 états apoptotiques selon le double marquage en annexineV et en 7-AAD 
comme indiqué sur la figure 40474. 
 
 
Figure 40 : Méthode d'évaluation de l'apoptose cellulaire. Les cellules sont d’abord marquées par des 
anticorps extracellulaires, puis par de l’annexine V et du 7-AAD. 
Nous avons choisi de considérer dans la suite pour le calcul des apoptoses induites les 
cellules en apoptose précoce pour ne pas inclure les cellules nécrotiques. Pour le calcul de 
l’apoptose induite, nous avons utilisé la formule suivante : 
 
apoptose mesurée suite à la stimulation apoptose spontanée
apoptose induite
apoptose spontanée
(% - % )
% =100
100 - % 
×  
La figure ci-dessous est un exemple de figures de FACS obtenues lors d’une 
stimulation par CD3 d’expansions de cellules iNKT et Vβ2. 
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Figure 41 : Figures représentatives de FACS montrant la stratégie utilisée pour la détection de l’apoptose. 
Des expansions de cellules iNKT et Vβ2 d’un même contrôle ont été stimulées avec un anti-CD3 (10 mg/ml) 
pendant 18h. L’apoptose des cellules iNKT et Vβ2 a été mesurée par marquage avec de l’annexine V et du 7-
AAD après avoir sélectionné les cellules CD3+TCR-iNKT+ et les cellules CD3+TCR-Vβ2+ respectivement. 
   140 




 CD3+ Vβ2 (%CD3+) Age (années) 
#1 2800 8,5 inconnu 
#2 840 7,7 inconnu 
#3 7200 inconnu 33 
#4 3610 8 47 
#5 1200 4,1 45 
#6 4400 4 33 
#7 587 8,7 24 
#8 30 7,2 28 
#9 4680 7 29 
#10 710 8,3 inconnu 
#11 inconnu inconnu inconnu 
#12 18600 6,7 31 
#13 3060 inconnu 33 
#14 474 9,5 38 
#15 400 inconnu 29 
#16 2930 6 41 
#17 375 inconnu 31 
#18 630 10,6 inconnu 
#19 inconnu inconnu inconnu 
#20 710 8,4 inconnu 
#21 inconnu inconnu 55 
#22 inconnu inconnu 59 
Tableau 5 : Caractéristiques des donneurs testés dans l’étude. Les caractéristiques des donneurs sains 
ayant été utilisés dans cette étude ont été rassemblées dans cette table.  
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D. ANNEXE 4 : LES CELLULES INKT SONT PLUS SENSIBLES A L’APOPTOSE QUE LES 
CELLULES T CONVENTIONNELLES : 
 
 
Figure 42 : L'apoptose de cellules iNKT est supérieure à celle de cellules CD8+ spécifiques du CMV ou de 
blastes PHA. (A) Des cellules iNKT ou des cellules CD8+ spécifiques du CMV issues d’expansions ont été 
stimulées par un anti-Fas soluble ou par un anti-CD3. Les données sont représentatives de trois expériences 
indépendantes. Des cellules iNKT, des cellules Vβ2 et des blastes PHA issues d’expansions de trois contrôles 
ont été stimulées par un anti-Fas soluble (B) ou par un anti-CD3 (C). Les barres d’erreur représentent des 
duplicats d’expérience.  
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E. ANNEXE 5 : SUREXPRESSION DE PROTEINES PRO-APOPTOTIQUES DANS LES 
CELLULES INKT : 
 
 # 4 # 6 # 9 
CASP7 1,91 1,43 1,81 
CASP3 1,43 1,51 1,23 
CASP3 clivée 1,76 1,54 2,00 
XIAP 1,24 1,15   
BID 1,64 1,37 1,24 
 
Tableau 6 : Quantification de la surexpression de protéines pro-apoptotiques dans les cellules iNKT. Le 
tableau donne pour chaque donneur utilisé le coefficient de surexpression des protéines pro-apoptotiques dans 
les cellules iNKT par rapport aux cellules Vβ2. La quantification a été faite à l’aide du logiciel ImageJ (NIH) en 
se servant de Ku70 pour normaliser les données.  
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F. ANNEXE 6 : LES PATIENTS XLP-2 N’ONT PAS DE DIMINUTION DU NOMBRE DE 
LEURS CELLULES T γδ : 
 
 
Figure 43 : Les patients XLP-2 ne présentent pas de réduction de leur nombre de cellules T γδ. Analyse par 
cytométrie des cellules T γδ  de PBMC de contrôles (Ctr) et de patients XLP-2 (XIAP). Les cellules T γδ sont 




Figure 44 : Apoptose ex vivo de PBMC. Des PBMC de deux contrôles ont été stimulées par de la PHA (panel 
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Figure 45 : Suivi à long terme de culture de blastes. Des PBMC de deux donneurs ont été stimulées avec de la 
PHA. Le pourcentage dans la culture des cellules MAIT, iNKT, Vβ2, T αβ et T γδ a été évalué régulièrement 
par cytométrie. Les données sont représentées en fonction de J = 0 où la valeur a été fixée à 100%. 
 
 
iNKT MAIT T γδ 
Donneur 1 3480 28200 37900 
Donneur 2 20300 67500 40000 
Tableau 7 : Nombre de cellules iNKT, MAIT et T γδ des donneurs avant stimulation par de la PHA. Les 
nombres sont donnés pour 106 cellules T CD3+. 
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H. ANNEXE 8 : CORRELATION ENTRE LE NOMBRE DE CELLULES INKT ET 
L’APOPTOSE DE BLASTES DE DONNEURS SAINS : 
 
 
Figure 46 : AICD sur blastes des différents donneurs. Les blastes PHA des différents donneurs ont été 
stimulés par un anti-CD3 et l’apoptose induite a été évaluée. Les donneurs ont été classés en deux groupes en 
fonction de leur nombre de cellules iNKT. ***P<0.001 
 
 Donneurs "bas" en cellules iNKT Donneurs "hauts" en cellules iNKT 
 iNKT MAIT iNKT MAIT 
Donneur 1 86 14100 1250 8180 
Donneur 2 113 46513 1330 12100 
Donneur 3 169 34800 1342 18913 
Donneur 4 181 5520 1960 8040 
Donneur 5 366 14000 2490 13500 
Donneur 6 443 22400 2500 8110 
Donneur 7 509 15690 2690 17200 
Donneur 8 517 15500 3590 7270 
Donneur 9 550 9450 4220 6900 
Donneur 10   5553 24448 
Donneur 11   5930 26200 
 
Tableau 8 : Nombre de cellules iNKT et de cellules MAIT pour les donneurs. Les nombres de cellules iNKT 
et de cellules MAIT des donneurs ayant servi à cette étude ont été rassemblés dans cette table en deux groupes 
selon leur nombre de cellules iNKT. Les nombres sont donnés pour 106 cellules T CD3+. 
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I. ANNEXE 9 : PHENOTYPE DES CELLULES INKT RESIDUELLES CHEZ LES PATIENTS 
XLP-2 : 
 
   
 
 
Figure 47 : L’expression de CD161 peut être diminuée sur les cellules de patients XLP-2. Des PBMC de 
trois contrôles (panel de gauche) et de trois patients XLP-2 (panel de droite) ont été marquées pour l’étude de 
leurs cellules iNKT. Elles ont été détectées par marquage par un anti-CD3, un anti-Vα24 et un anti-Vβ11. Un 
anti-CD161 a aussi été ajouté. La colonne de gauche de chaque panel représente l’ensemble des cellules CD3+. 
L’expression de CD161 sur les cellules CD3+Vα24+Vβ11+ a ensuite été analysée (colonne de droite de chaque 
panel). Les contrôles et les patients montrés ici ont déjà été infectés par l’EBV. 
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VI. MATERIELS ET METHODES: 
Prélèvement de patients et de contrôles : 
Les échantillons de sang périphérique de patients portant des mutations dans SAP ou 
XIAP ont été prélevés après l’obtention d’un accord signé par les patients. Les prélèvements 
de témoins ont été obtenus auprès de l’Etablissement Français du Sang. Les protocoles 
d’études sont conformes à la déclaration d’Helsinki de 1975. Les cellules mononuclées du 
sang ont été obtenues par isolation sur gradient de ficoll selon des protocoles standards. Les 
prélèvements de sang de cordon ont été récoltés lors d’accouchements à terme de bébés sains 
après l’obtention de l’accord de la mère. Les thymus post-natals ont été obtenus auprès 
d’enfants subissant une chirurgie cardiaque corrective (service de chirurgie cardiaque 
pédiatrique de l’hôpital Necker). Chaque thymus a été broyé mécaniquement avant d’être 
remis en culture. 
Prélèvement de cellules murines : 
Après le sacrifice des souris, la rate, le foie et le thymus sont prélevés. Les organes 
sont dilacérés sur un filtre de 100 µm. On utilise un protocole classique pour récupérer les 
lymphocytes hépatiques. Les rates sont traitées à l’ACK pour lyser les globules rouges. Pour 
toutes les expériences de culture de cellules de souris, on utilise un milieu particulier : RPMI 
+10% SVF + 1% Hépes + 4mg/ml β−Mercaptoéthanol + Pénicilline- Streptomycine.  
Expansions : 
Pour les expansions, les PBMC des donneurs sont remis en culture dans du RPMI 
1640 GlutaMax additionné de 10 % de SVF décomplémenté, 100 u/ml de pénicilline, 100 
mg/ml de streptomycine et 1000 u/ml d’IL-2. Pour l’expansion des cellules iNKT, on ajoute 
100 ng/ml d’α-Galactosylcéramide (Alexis). Pour l’expansion Vβ2, le milieu est additionné 
de 0,5 µg/ml de toxine TSST-1. Après une semaine de culture, la proportion de cellules iNKT 
et de cellules Vβ2  dans la culture varie de 1,5% à 50% et de 10% à 70 % respectivement. 
Pour les expansions à partir de thymus humains, les cellules ont été ensemencées à 2,5 
millions/ml. Pour l’expansion de cellules T anti-CMV, les PBMC de donneurs sains ont été 
ensemencés dans du RPMI 1640 GlutaMax additionné de 10 % de SAB décomplémenté, de 
1000 U/ml d’IL-2 et en présence de 1,25 µg/ml d’extrait cellulaire de cellules infectées par le 
HCMV. Pour les expansions iNKT correspondantes, le SVF a été remplacé par du SAB. Pour 
les expansions PHA, les PBMC de donneurs sains ont été ensemencés dans du RPMI 1640 
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GlutaMax additionné de 10 % de SAB décomplémenté, de 100 U/ml d’IL-2 et en présence de 
25 µg/ml de PHA. 
Cytométrie en flux : 
Les cellules ont été marquées selon des protocoles standards de marquage. Les cellules 
iNKT ont été détectées en marquant les PBL avec les anticorps monoclonaux suivants : anti-
Vβ11-FITC (clone C21), anti-Vα24-PE (C15), et un anti-CD3-APC (SK7). Dans les 
expériences d’apoptose, les iNKT sont marqués soit avec un anti-TCRiNKT-PE (6B11, BD) 
ou avec un tétramère de CD1d couplé au glycolipide PBS-57 (NIH Tetramer Core facility), 
notamment dans les expériences de souris. Les cellules Vβ2 sont détectées en utilisant un 
anti-Vβ2 (MPB2D5, BC) en combinaison avec un anti CD3. Les lymphocytes T spécifiques 
du CMV sont détectés avec un tétramère de HLA-A*0201 chargé avec le peptide 
NLMVPMVATV du CMV (BC). Les cellules MAIT sont détectées en utilisant un anti-
CD161 (PK136, BD) et un anti-Vα7.2 (3C10). L’apoptose est évaluée par un marquage à 
l’Annexine V couplée à du FITC, PE, APC ou V500 et par un marquage par du 7-AAD 
(Viaprobe, BD). Les autres anticorps utilisés sont les anti-CD25 (M-A251), anti-CD45RO 
(UCHL1), anti-CD45RA (HI100), anti-CD69 (L78), anti-HLA-DR (L243), anti-CD95 (DX2), 
anti-CCR7 (3D12), anti-CD62L (Dreg 56) et anti-CD161 (PK136). Pour le marquage 
intracellulaire de XIAP, les cellules sont perméabilisées avec l’intraprep kit de Beckman 
Coulter et marquées avec un anticorps anti-XIAP (clone 48 de BD) et un anticorps secondaire 
de chèvre anti-souris couplé à du Pacific Blue. Pour le marquage intracellulaire de PLZF et de 
KI-67, nous avons utilisé un anti-PLZF-APC (clone 6318100, R&D systems) et un anti-Ki-
67-APC (clone B56, BD). L’acquisition des cellules ainsi marquées se fait sur un cytomètre 
Canto II de BD. Les données sont analysées avec le logiciel FlowJo (TreeStar).  
Induction d’apoptose : 
Pour l’étude de l’AICD, les cellules ont été stimulées pendant 24 heures dans des 
plaques 48 puits pré-coatées avec de l’anti-CD3 à 10 mg/ml (clone OKT3 de Janssen-Cilag 
pour les expériences humaines, clone 2C11 de chez BD pour les expériences sur la souris). 
Dans les apoptoses médiées par FAS, les cellules ont été stimulées par un anticorps soluble 
anti-FAS (clone Apo1.3 de chez Alexis) aux concentrations de 6,25 à 100 ng/ml en plaque 96 
puits. L’induction d’apoptose est optimisée en ajoutant un anticorps anti-souris pour cross-
linker les anticorps anti-FAS. L’étoposide, la puromycine, l’eau oxygénée et la staurosporine 
utilisées pour les inductions d’apoptose par composés chimiques ont été obtenus auprès de 
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Sigma-Aldrich. L’inhibiteur large de caspases z-VAD vient de R&D systems et a été utilisé à 
200 µM. L’AICD a été bloqué par l’ajout de 3 µg/ml d’anticorps bloquant anti-CD95 (clone 
SM-1 d’Alexis).  
Extinction de l’expression de XIAP et de PLZF: 
Afin d’étudier le rôle de XIAP dans l’homéostasie des lymphocytes iNKT, une 
approche de sh-RNA a été employée. Un set de 5 sh-RNA a été commandé auprès de la 
société Open Biosystem. Ces sh-RNA sont dans un vecteur lentiviral pLKO contenant le gène 
de la puromycine comme gène rapporteur. Un test sur des cellules 293T a montré que le clone 
TRCN0000003788 était le plus performant. La cassette de résistance à la puromycine a 
ensuite été remplacée par une cassette GFP.  
Afin d’étudier le rôle de PLZF un set de 5 sh-RNA a été commandé auprès de la 
société Open Biosystem. Un test sur des cellules Jurkat a montré que le clone 
TRCN0000012940 était le plus performant. Nous avons aussi utilisé le clone 
n°TRCN0000012942. 
Expérience de dégranulation : 
Pour mesurer la capacité des cellules à dégranuler, nous effectuons un test par 
cytométrie de flux en testant la capacité des cellules à exprimer le marqueur d’exocytose 
LAMP1 et LAMP2 à leur surface. Les cellules sont donc mises en face de cibles en présence 
d’anticorps couplé à un fluorochrome anti-CD107a/b qui marquent LAMP1 et LAMP2. 
L’expression de ces marqueurs est ensuite mesurée par FACS. 
Détection des caspases activées par cytométrie : 
La détection des caspases activées se fait par l’utilisation d’un réactif le FLICA. Celui-
ci est un inhibiteur des caspases activées fluorescent. Ce réactif traverse les membranes et 
n’est pas toxique pour les cellules. On peut ensuite effectuer des marquages extracellulaires 
avant de passer les cellules au FACS. 
Transfection des cellules : 
Dans toutes les expériences nécessitant des transfections de plasmides, nous avons 
utilisé le réactif Lipofectamine 2000 d’Invitrogen en suivant le protocole du fournisseur. Les 
plasmides utilisés ont été extraits de midiprep à l’aide du kit PureLink™ Quick Plasmid 
Miniprep Kit d’Invitrogen. 
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Lignées B stables exprimant hCD1d : 
Afin de l’exprimer de manière exogène, l’ADNc de CD1d a été obtenu auprès d’ARN 
extrait de PBL totaux. L’ADNc correspondant a ensuite été cloné dans un vecteur lentiviral 
pTRIP contenant la GFP comme gène rapporteur. La production du lentivirus s’est faite de 
manière classique en utilisant les cellules 293T comme cellules productrices. Le surnageant 
viral a ensuite été mis en contact avec les cellules Akata ou Raji pendant 24h et en présence 
de protamine sulfate à 250 microgrammes/ml. Les cellules ont ensuite été triées sur un FACS 
ARIA II pour ne garder que les cellules GFP+. Après une remise en culture, les cellules ont 
été triées à nouveau pour assurer un maximum de pureté. L’expression de CD1d a ensuite été 
vérifiée par FACS. 
Expérience de co-culture : 
Dans les expériences de co-culture, des cellules iNKT sont triées sur colonne 
magnétique à partir d’expansions de donneurs sains. Les cellules iNKT ainsi triées sont mises 
en présence de cible Raji exprimant ou non hCD1d et préchargées ou non en αGalCer. La 
mesure de la production d’IFN-γ dans le surnageant se fait à l’aide d’un kit DuoSet de R&D 
systems. 
Étude de l’expression protéique par western blot: 
Des cellules issues d’expansions iNKT ou Vβ2 ont été triées comme expliqué 
précédemment. Ces cellules ont été lysées en suivant des protocoles standards. Les anticorps 
reconnaissant des protéines humaines suivants ont été utilisés : Anti XIAP (clone 28), anti 
SMAC (clone 7), anti FADD (clone 1) de chez Beckton Dickinson, anti Ku80 (clone KuAb-2) 
et anti Ku70 de chez NeoMarkers, anti Bax (clone 2772), anti Bcl-2 (clone 50E3), anti 
caspase-3 (clone 9662), anti caspase-9 (clone 9508), anti caspase-7 (clone 9492), anti Bim 
(clone 2819), anti Bid (clone 2002), de Cell Signaling Technology anti APAF-1 (clone 
94408) de R&D Systems et anti-PLZF (clone D9) de Santa Cruz. La quantification des 
surexpressions de protéines par western blot a été faite à l’aide du logiciel ImageJ (NIH).  
Surexpression de PLZF : 
Afin de l’exprimer de manière exogène, l’ADNc de PLZF a été obtenu auprès d’ARN 
extrait de cellules iNKT en expansion. L’ADNc correspondant a ensuite été cloné dans un 
vecteur lentiviral 7.3V5-topo contenant la GFP comme gène rapporteur. La production du 
lentivirus s’est faite de manière classique en utilisant les cellules 293T comme cellules 
productrices. 
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Mesure de l’activité du  promoteur de la caspase 3 : 
Des cellules Jurkat TAg ont été transduites avec un vecteur lentiviral vide (7.3 
d’Invitrogen) ou avec un vecteur codant pour PLZF. Les cellules ont ensuite été triées sen 
fonction de l’expression de CD3 et de la GFP sur un trieur ARIA II. Puis les cellules ont 
ensuite été transfectées avec le vecteur pGL3-Basic luciférase vector (Promega) contenant le 
promoteur de la caspase 3 (un don du Dr. Bong Lee, NIH, Bethesda, MA). L’activité de la 
luciférase a été évaluée en utilisant le luciferase assay system (Promega) sur un Mithras 
Microplate Reader (Berthold Technologies).  
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Innate immune T cells such as invariant natural killer T cells (iNKT) and mucosal-
associated invariant T cells (MAIT) are important effectors of early steps of immune 
responses. We herein report that iNKT and MAIT cells exhibit a high susceptibility to 
apoptosis that is not observed with conventional T cells. Elevated expression of the caspases 3 
and 7 in iNKT cells account for their pro-apoptotic phenotype, which is counterbalanced by 
XIAP an inhibitor of apoptosis. This pro-apoptotic phenotype is dependent of the expression 
of the transcription factor PLZF. Conversely, over expression of PLZF in conventional T cells 
leads to a pro-apoptotic phenotype. Our findings identify a previously unknown pathway 
controlling innate T cell homeostasis depending on XIAP and PLZF. 
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INTRODUCTION 
 
Invariant natural killer T (iNKT) lymphocytes represent a peculiar T cell-lineage that 
differ from conventional T cells by their development, function, and ligands they recognize1. 
In humans, iNKT cells express an invariant (or semi invariant in mice) TCR made of the 
Vα24/Jα18/Vβ11 rearrangements, which recognizes glycosphingolipids from foreign and self 
origin presented by the MHC class I monomorphic molecule CD1d2. iNKT precursors are 
positively selected in the thymus by double-positive thymocytes expressing CD1d and during 
development, acquire an activated-memory phenotype1. Several pathways required for the 
development of iNKT cell but not of conventional T cells have been identified and 
characterized3. These include the SLAM family receptors, the SLAM-associated protein 
(SAP) and transcription factors such as NF-κB, Egr2, HEB and PLZF. Functionally, iNKT 
cells are considered as innate-like T lymphocytes with an immunoregulatory potential. When 
activated, they rapidly release large amounts of T helper (Th) type 1 (Th1), Th2 and Th17 
cytokines and chemokines that influence immune responses. Based on these unique features, 
iNKT cells have been proposed to play an important role in the initiation and the regulation of 
immune responses at the interface between innate and adaptive immunity. Accordingly, many 
studies in mice have demonstrated their involvement in a variety of immunopathological 
conditions, confirming their broad role, while their therapeutic potential is considered in 
humans1. Recently, a second invariant T cell subpopulation, the mucosal associated invariant 
T (MAIT) cells was identified both in humans and mice4,5. These cells express a semi-
invariant TCR made of Vα7.2/Jα33 rearrangements and share with iNKT cells a number of 
developmental, functional and phenotypical features that lead to consider MAIT cells also as 
innate-like T cells4,6,7. 
Several conditions have been reported to be associated with a defect in iNKT cells, 
hence providing an insight into their possible functions in humans. It is however not known 
whether these defects precede the development of the disease or are a consequence of it1,8. 
Primary immunodeficiencies provide more obvious clues to the biology of human iNKT cells. 
Indeed, a number of genetic diseases including defects in SH2D1A, ITK, XIAP and WASP 
cause either defective differentiation or survival of iNKT cells9-13. With the help of their 
murine counterpart models, the investigation of several of these conditions has revealed 
important pathways involved in the development of iNKT cells. 
The X-linked lymphoproliferative (XLP) syndrome was the first identified inherited 
immunodeficiency associated with an iNKT cell defect. The main clinical feature of XLP is a 
peculiar susceptibility to Epstein-Barr virus (EBV) infection, subsequent hemophagocytic 
lymphohistiocytosis (HLH) and hypogammaglobunemia14,15. On a molecular basis, XLP is 
divided into two distinct diseases, XLP type 1 (XLP-1) and XLP type 2 (XLP-2) respectively 
caused by mutations in SH2D1A (also named SAP) and XIAP (also denoted as BIRC4), 
respectively9,16-18. The SH2D1A gene product, the SLAM-associated protein (SAP) is a small 
adaptor that couples SLAM family receptors to downstream signaling pathways. In the 
absence of SAP, CD1d-restricted iNKT cell development is blocked in the thymus at the 
positive selection step19. The XIAP gene product, the X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) 
is known to be a potent physiological inhibitor of caspases 3, 7 and 920,21. In addition to its 
anti-apoptotic activity, XIAP is also involved in other signaling pathways including copper 
metabolism, activation of the NF-κB and MAP kinase pathways and TGF-β-receptor, BMP-
receptor and NOD2-receptor signaling22,23. Until now, the mechanism of the depletion of 
iNKT cells in humans with a XIAP deficiency was unknown.  
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Here, we report that iNKT and MAIT cells are characterized by a high propensity to 
apoptosis when compared with conventional T cells revealing a novel feature associated to 
these cells. This pro-apoptotic phenotype is exacerbated in the absence of XIAP expression 
and patients with a XIAP deficiency exhibited low numbers of iNKT and MAIT cells. 
Sensitivity to apoptosis was found to be directed by the expression of the transcription factor 
PLZF.Thus, a XIAP and a PLZF-dependent pathway reciprocally control survival/death of 





Reduction of iNKT cell numbers in XIAP-deficient patients 
We previously reported that blood iNKT cell counts were low in six XIAP-deficient 
patients9. We extended these data to the study of newly identified patients with XIAP-
deficiency14 and compared them with SAP-deficient patients. iNKT cell numbers in the 
peripheral blood of SAP-deficient and XIAP-deficient patients were significantly reduced 
when compared to those of healthy controls (Fig. 1a). As previously reported10,13, SAP-
deficient patients were almost devoid of iNKT cells; this reduction was significantly less 
pronounced in XIAP-deficient patients (Fig. 1a). In five investigated XIAP-deficient patients, 
iNKT cell numbers were stable over time (Fig. 1b). All patients but one XIAP-deficient 
patient had previously been infected with EBV. Remarkably, the only XIAP-deficient patient 
with no evidence of EBV infection (i.e., negative viral load and absence of antibodies to 
EBV) exhibited the highest number of iNKT cells (Fig. 1a, arrow and P.1 in Fig. 1b). This 
patient who is a carrier of a null mutation of XIAP (E118X) is still asymptomatic at the age of 
9 years.  
 
High susceptibility to apoptosis of in vitro expanded iNKT  
Based on these observations and the known anti-apoptotic function of XIAP, we 
hypothesized that human iNKT cells could be particularly prone to apoptosis following 
activation and, thus being more dependent on XIAP for survival than conventional T cells. To 
test this hypothesis, apoptosis of iNKT cells in response to various stimuli was analyzed and 
compared with that of conventional T cells. Vβ2-expressing conventional T cells and iNKT 
cells from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of ten healthy individuals were 
expanded in parallel in response to their respective ligands TSST-1 and αGalCer. Of note, 
healthy donors exhibited variable blood iNKT cell counts ranging from low to high 
(Supplementary Table 1). After one week of culture, expression of activation markers 
including CD45RO, CD45RA, CD25, CD69 and HLA-DR was analyzed on expanded iNKT 
and Vβ2 T cells (Supplementary Fig.1, left panels and Supplementary Fig. 2, right 
panels). With the exception of HLA-DR which was more expressed by iNKT cells, there was 
no difference showing that both cell populations had an activated-memory phenotype. 
Activation-induced cell death (AICD) (also referred as restimulation-induced cell death) was 
examined in expanded Vβ2 T cells and iNKT cells in response to anti-CD3 antibody 
stimulation. AICD that depends on the FAS-FAS ligand interactions is an important 
mechanism that drives the deletion of activated T cells in self-limiting immune responses24,25. 
In all cases, AICD of iNKT cells was markedly increased compared to that of Vβ2 T cells 
(Fig. 2a and Supplementary Fig. 3). These results were not due to differences in CD3 
expression between iNKT and conventional T cells since CD3 levels were similar (Fig. 2b). 
Apoptotic iNKT cells were observed as early as after six hours of stimulation 
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(Supplementary Fig. 4) and with all used concentrations of anti-CD3 antibody (Fig. 2c). 
Similar results were observed when iNKT cells were stimulated by B-cells expressing CD1d 
loaded with αGalCer (Fig. 2d). 
Susceptibility to apoptosis of iNKT cells was further investigated in response to 
stimuli inducing apoptosis either via the extrinsic pathway which depends on death receptors, 
including FAS, or the intrinsic pathway which targets the mitochondria25,26. FAS stimulation 
of expanded iNKT cells from nine different donors induced a substantial apoptosis that was 
not observed with Vβ2 T cells from the same donors (Fig. 2e and Supplementary Fig. 3). 
The intensity of apoptosis was not related to the expression level of FAS (CD95) which was 
similar for iNKT and Vβ2 T cells (Fig. 2f). This heightened rate of apoptosis with iNKT cells 
was observed with different concentrations of anti-FAS antibody and was blocked by z-VAD, 
a broad range inhibitor of caspases (Fig. 2g). The particular susceptibility of iNKT cells to 
apoptosis was also observed when cells were treated with etoposide (Fig. 2h), puromycin 
(Fig. 2i), H2O2 (Fig. 2j) and staurosporine (Fig. 2k), all reagents known to activate the 
intrinsic apoptosis pathway. Apoptosis was blocked by addition of z-VAD (Fig. 2h and data 
not shown). This susceptibility to apoptosis in response to FAS, CD3 and staurosporine was 
also observed with iNKT cells expanded from cord blood (Fig. 3a) and thymus (Fig. 3b). Of 
note, cord blood and thymus-derived cells were less of memory-activated effector phenotype 
than cells expanded from peripheral blood based on higher CD62L expression and lower 
expression of CD69 and HLA-DR that correlated with a  weaker level of induced apoptosis 
(Supplementary Fig. 1). Collectively, these data demonstrate that iNKT cells but not 
conventional T cells exhibit an intrinsic pro-apoptotic feature that is already detected in the 
thymic and cord blood iNKT cells. 
 
High susceptibility to apoptosis of fresh iNKT cells 
To be sure that the differences in apoptosis sensitivity between iNKT and conventional 
T cells did not result from in vitro culture conditions, we tested the apoptosis of fresh iNKT 
cells from PBMCs of four healthy donors without any prior in vitro expansion (Fig. 3c). 
Analysis of phenotypical markers including CD45RO, HLA-DR, CD25, CD69 and CD95 
showed that most of fresh iNKT cells and Vβ2 T cells were not activated and had a memory 
phenotype (Supplementary Fig. 2). Furthermore, fresh iNKT cells were negative for Ki67 
expression indicating that they were not cycling in vivo while a few Vβ2 T cells (1-2%) were 
Ki67+ (Supplementary Fig. 5). In contrast, expanded iNKT cells and Vβ2 T cells were 
cycling and displayed a memory-activated memory phenotype (Supplementary Fig. 2). Anti-
CD3-induced apoptosis of fresh iNKT cells was more pronounced than of fresh Vβ2 T cells 
or total CD3+ T cells (Fig. 3c). As expected for cells that had not been pre-activated, the 
fraction of apoptotic cells was lower than that in in vitro cultured cell counterparts (see Fig. 
2). Spontaneous apoptosis of fresh iNKT cells and Vβ2 T cells was also examined. After 72 
hours, the fraction of apoptotic cells among iNKT cells was also higher than among Vβ2 T 
cells and total CD3+ cells (Fig. 3d). These results (i) support the assumption whereby iNKT 
cells are apoptosis-prone and (ii) demonstrate that the high apoptosis susceptibility is a 
general feature of these cells irrespective of their activation status. Interestingly, it was also 
observed that IL-15, known to drive iNKT cell survival and expansion, partially rescued 
iNKT cells from apoptosis induced in response to CD3, FAS and staurosporine stimulations  
(Supplementary Fig. 6). This suggests that in vivo factors such as IL-15 counteracts the pro-
apoptotic feature of iNKT cells. 
 
XIAP regulates the pro-apoptotic phenotype of iNKT cells 
We next determined the role of XIAP in apoptosis of iNKT cells by analyzing 
available iNKT cells from the XIAP-deficient patient (P.1) who had a normal NKT cell count 
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(see Fig. 1). Following anti-CD3 or anti-FAS stimulation of expanded iNKT cells, higher 
levels of apoptosis were observed compared to iNKT cells of a healthy donor (Fig. 4a). The 
intensity of apoptosis of XIAP-deficient iNKT cells was markedly higher than the one of 
XIAP-deficient Vβ2 T cells which did not differ from that of healthy donor Vβ2 T cells. The 
absence of XIAP protein expression thus results in a selective enhanced apoptosis in iNKT 
cells. In order to confirm these data, shRNA experiments were undertaken to down regulate 
XIAP expression in controls cells and see its effect on cell survival. A lentiviral vector 
containing shRNA construct with a GFP reporter gene was used to transduce both iNKT and 
Vβ2 T cells. Both GFP-positive targeted iNKT (GFP+) and Vβ2 T cells showed a strong 
decreased expression of XIAP (sh-XIAP cells) that was not seen in cells targeted with a 
scramble shRNA (sh-control cells) or in non-targeted GFP-negative cells (GFP-) (Fig. 4b). 
Apoptosis upon anti-FAS or anti-CD3 of GFP+ and GFP- cells was then analyzed (Fig. 4c,d). 
In iNKT cells, GFP+ sh-XIAP cells exhibited a higher apoptotic rate than GFP- and GFP+ sh- 
control cells. Importantly, the apoptosis of GFP+Vβ2 T cells targeted with the XIAP shRNA 
was not clearly increased and similar to that of non-targeted GFP-Vβ2 T cells. Cells were also 
repeatedly stimulated with anti-CD3 or anti-FAS antibodies and the proportion of GFP+ cells 
in culture analyzed at several time points (Fig. 4e). The fraction of GFP+cells expressing the 
scramble shRNA remained stable over the time. In contrast, the fraction of GFP+iNKT 
expressing the XIAP shRNA disappeared with a faster kinetic than iNKT cells expressing a 
control sh RNA or XIAP shRNA+Vβ2 T cells. Taken together, these data confirm that iNKT 
cells are much more dependent on XIAP for their survival than conventional T cells. 
 
Elevated expression of pro-apoptotic proteins in iNKT cells 
The molecular mechanism underlying susceptibility to apoptosis of iNKT cells was 
thus analyzed. Protein expression of several effectors of apoptosis such as members of the 
Bcl-2 family and executioner caspases was determined in expanded iNKT and Vβ2 T cells 
from three healthy individuals by western blotting. BID, pro-caspases 3, 7 and cleaved forms 
of caspase 3 were found to be more strongly expressed in expanded iNKT cells compared to 
Vβ2 T cells (Fig. 5a). Expression of XIAP was also increased in expanded iNKT cells. 
Consistent with this pro-apoptotic molecular signature, the proportion of ex vivo iNKT cells 
expressing activated caspases, as detected by a fluorescent inhibitor of activated caspases 
(FLICA), was found to be higher compared to that of Vβ2 T cells or of total CD3+ T cells 
(Fig. 5b). Therefore, these results suggest that the up-regulation of pro-apoptotic molecules 
such as caspases 3, 7 and BID in iNKT cells accounts for their exquisite susceptibility to 
apoptosis triggers.  
 
The transcription factor PLZF regulates the pro-apoptotic phenotype of iNKT  
iNKT cells are characterized by the expression of the transcription factor PLZF 
(promyelocytic leukemia zinc finger, ZBTB16) which is involved in the acquisition of the 
effector phenotype of iNKT cells27,28. PLZF was also shown to inhibit cell growth in relation 
with increased expression of pro-apoptotic genes and apoptosis in tumor cells29-31. For these 
reasons, we tested whether PLZF could be involved in the pro-apoptotic phenotype of iNKT 
(Fig. 6). Down regulation of PLZF expression using two distinct shRNA in expanded iNKT 
resulted in a decreased apoptosis induced by staurosporine or FAS (Fig. 6a,b,c). Repeated 
FAS stimulations resulted in the accumulation of targeted GFP+ iNKT cells in culture (Fig. 
6c). This was not observed with iNKT cells expressing a control shRNA. Conversely, over 
expression of PLZF using a lentiviral plasmid containing a PLZF transgene in Vβ2 
conventional T cells and in CD3+ T cell blasts increased their susceptibility to apoptosis and 
their loss upon repeated FAS stimulations (Fig. 6d,e,f and Supplementary Fig. 7). Similarly, 
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over expression of PLZF in Jurkat T cells increased their susceptibility to apoptosis triggered 
by FAS and staurosporine (Fig. 6g,h,i). In iNKT cells, one of the candidate targets of PLZF 
may be the caspase 3 which was found to be over expressed (Fig. 5a). The PLZF effect on a 
luciferase reporter gene under the control of the CASPASE 3 promoter was tested in Jurkat 
TAg cells. PLZF was indeed found to increase luciferase activity (Fig. 6j) also leading to 
caspase 3 and cleaved products over expression (Fig. 6k). Therefore, these data showed that 
the pro-apoptotic phenotype of iNKT cells is in part dependent of PLZF through caspase 3 
induction.  
 
MAIT cells exhibit a pro-apoptotic feature like iNKT cells 
MAIT cells represent a second invariant T cell population which accumulate in the 
intestinal lamina propria and blood in humans at a relatively high frequency (accounting for 1 
to 8% of total T cells)7. MAIT cells share with iNKT cells numerous features distinguishing 
them from conventional T cells including high expression of PLZF6. We therefore sought to 
determine whether MAIT cells behave like iNKT cells in terms of apoptosis sensitivity (Fig. 
7). MAIT cells corresponding to CD161highVα7.2+CD3+ were found to be 10-fold less 
prevalent in the blood of XIAP-deficient patients compared to healthy donors (>1%), while 
they are slightly diminished in the blood of SAP-deficient patients (Fig. 7a,b). Next, 
apoptosis of fresh MAIT cells from PBMCs from four healthy donors was analyzed in 
response to anti-CD3 stimulation. MAIT cells exhibited a stronger apoptosis when compared 
to that of Vβ2 T cells (Fig. 7c). High rate apoptosis of MAIT cells in response to CD3, FAS 
or staurosporine stimulation was also observed in cell cultures of iNKT cell expansions, in 
which slowly growing MAIT cells are present (Fig. 7d). The level of induced apoptosis in 
MAIT cells in the different conditions tested was similar to that observed in iNKT cells. 
Similarly to iNKT cells, the proportion of fresh MAIT cells expressing activated caspases 
(>10%) was elevated compared to Vβ2 T cells (<2.5%) (Fig. 5b and 7e). Remarkably, fresh 
MAIT from two XIAP-deficient patients exhibited like iNKT cells an increased apoptosis 
following stimulation by staurosporine relative to cells of a healthy donor (Fig. 7f). Finally, 
down regulation of PLZF by using a shRNA in MAIT cells significantly decreased their 
apoptosis in response to staurosporine (Fig. 7g). Taken together, these observations indicate 
that like iNKT cells, MAIT cells are particularly sensitive to apoptotic stimuli, their survival 




This study identified the anti-apoptotic molecule XIAP and the transcription factor 
PLZF as key components of the homeostasis of invariant T cells in humans. We provided 
evidence that iNKT cells and MAIT cells are highly susceptible to apoptosis, a feature not 
shared with conventional T cells. Susceptibility to apoptosis affected both intrinsic and 
extrinsic pathways. In agreement with these observations, expression of caspases 7 and 3 and 
their activated forms was found to be up regulated in iNKT and MAIT cells prior to any 
stimulation. As caspases 3 and 7 are distal executioner caspases32 activated by many apoptosis 
pathways, their enhanced expression and activation likely accounts for the pro-apoptotic 
nature of invariant T cells.  
The pro-apoptotic phenotype of iNKT cells and MAIT cells was found to be 
controlled by the transcription factor PLZF which is selectively highly expressed in these 
cells (in comparison to other T cell subpopulations)5. PLZF is a key transcription factor 
required for the effector differentiation of iNKT cells in mice27,28. In PLZF-deficient mice, the 
development of iNKT cells is partially impaired and iNKT cells failed to acquire innate-like 
features including memory phenotype and rapid secretion of large amounts of IL-4 and IFN-γ. 
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The pro-apoptotic phenotype reported here represents a unique feature of innate-like T 
lymphocytes. Thus PLZF coordinates several features of innate-like T cells that include a pro-
apoptotic caspase 3 dependent phenotype. Interestingly, expression of PLZF in other cell 
types including tumor cells has been reported to be associated with an increase of apoptosis29-
31. In our experiments, the inhibition of PLZF expression only partially reduced the pro-
apoptotic phenotype of iNKT cells likely because the down regulation of PLZF was not 
complete. Also, decreasing PLZF expression in mature iNKT cells from the periphery as we 
did might not completely compromised their pro-apoptotic phenotype as PLZF is involved in 
the development steps of iNKT cells in the thymus. In tumor cells, PLZF expression induced 
growth suppression and apoptosis indicating that pro-apoptotic genes are targets of PLZF29-31. 
Ectopic expression of PLZF in malignant mesothelioma cells resulted in increased apoptosis 
in association with increased expression of  cleaved caspase 331, similarly to what we 
observed in PLZF ectopically-expressing Jurkat cells. In addition, one cannot exclude that this 
pro-apoptotic phenotype is also controlled by other transcription factors in combination with 
PLZF. 
The exquisite XIAP dependency of iNKT cells for survival is thus likely explained by 
the fact that activity of caspases-3 and -7 is specifically blocked by XIAP20,21. In proliferating 
T cells, it has been shown that interaction with XIAP prevents full caspase-3 and -7 
activation33. However, removing XIAP from conventional T cells had a lesser impact on their 
survival in comparison with iNKT cells, consistent with the fact that conventional T cells 
expressed lower amounts of these caspases. We indeed noticed that the expression of XIAP is 
higher in expanded iNKT cells than in Vβ2 T cells. This could suggest a concordant 
regulation of caspases and XIAP expression with increased XIAP expression counteracting up 
to a certain magnitude consequences of PLZF-induced high caspase expression in iNKT cells, 
thus allowing enhanced survival albeit to a limited extent. However, one cannot rule out the 
possibility that the anti-apoptotic function of XIAP in iNKT cells is also related to its ability 
to activate NFκB. Counteracting the pro-apoptotic characteristics of iNKT cells could be also 
achieved by modulating regulators of apoptosis other than XIAP such as IL-15, which is 
required for iNKT expansion in mice34,35. The prosurvival effect of IL-15 has consistently 
been previously ascribed to its capacity to increase expression of the anti-apoptotic factors, 
Bcl-2 and Bcl-xL in NK cells and T cells36,37. 
We also found that the pro-apoptotic phenotype of iNKT cells is shared by MAIT 
cells, the second invariant T cell lineage in humans5,7. Both invariant T cell populations 
exhibit a memory/activated phenotype and behave as innate-like lymphocytes via their ability 
to produce large amount of cytokines. iNKT cells are considered to be autoreactive by the 
endogeneous nature of the glycosphingolipids they recognize while numerous studies in mice 
have documented that iNKT cells are rapidly activated during the initial phase of an immune 
response1. Based on these unique features, the pro-apoptotic nature of iNKT and MAIT cells 
may serve to rapidly and tightly control their magnitude of activation and expansion in order 
to avoid deleterious effects, thus accounting for the limited pool size in vivo.  
Our study has focused on human cells because lymphocytes from mice deficient for 
XIAP do not exhibit an obvious pro-apoptotic phenotype38,39 and hence do not represent a 
relevant model for XLP-2 disease40. It has been suggested that there might be a compensation 
in mice via XIAP-related inhibitors of apoptosis proteins, such as IAP-1 and IAP-2 or the 
recently identified XIAP-like “pseudogene” located on chromosome 7 which may give rise to 
truncated polypeptides able to function as inhibitors of apoptosis39,41. Apoptotic pathways in 
humans and mice might also be regulated in different ways. Indeed, we failed to observe a 
depletion of iNKT cells in XIAP-deficient mice, while murine iNKT cells exhibit an 
increased susceptibility to apoptosis like human iNKT cells (S. Gérart and S. Latour, 
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unpublished data). In addition, it has been shown that a strong activation of iNKT cells results 
in anergy rather than apoptosis in mice42.  
Our demonstration of a pro-apoptotic feature of iNKT cells provides a reliable 
explanation for the iNKT cell defects reported in a number of pathological contexts in humans 
including autoimmunity, allergic/inflammatory diseases, cancers and infectious diseases that 
may trigger rapid exhaustion of these cells1,8. In the cohort of patients we studied here, 
depletion of iNKT cells in XIAP-deficiency is correlated with EBV infection suggesting that 
it could be secondary to EBV infection. EBV-infected cells could induce increased apoptosis 
of iNKT cells directly through the recognition of agonist self glycosphingolipids presented by 
EBV infected cells as iNKT cells are strongly induced to undergo apoptosis by CD1d-
expressing B cells (shown in Fig.2d), an event that is exacerbated in the absence of XIAP. 
Our study showed that PLZF is a master player of the innate-like T cell differentiation 
that coordinates their effector functions by limiting the cell survival as a safeguard to the 
rapid activation of innate-like T cells. The identification of a unique PLZF-dependent pro-
apoptotic feature counterbalanced by XIAP which is restricted to innate-like T cells provides 
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FIGURE LEGENDS 
Figure 1. Decreased numbers of iNKT cells in PBMCs from XIAP-deficient 
patients. (a) Comparison of iNKT cell (TCRVα24+TCRVβ11+) counts within CD3+ 
lymphocytes from blood of control healthy donors (Ctrl.), SAP-deficient patients (SAP) and 
XIAP-deficient patients (XIAP). iNKT cells were detected by staining with anti-Vα24 and 
anti-Vβ11 TCR antibodies and analyzed after gating on CD3+ cells. The arrow points to 
patient #1 (P.1) with normal iNKT cell counts. Bars correspond to mean values of each group 
of iNKT cell numbers, unpaired t test, *P<0.05, ***P<0.001. (b) Six XIAP-deficient patients 
(P.1, P.2, P.3, P.4, P.5 and P.6) have been tested two or three times at six- to twelve-month 
intervals. All XIAP-patients have been infected by EBV (EBV+) except P.1. 
 
Figure 2. Both intrinsic and extrinsic triggers of apoptosis induce a marked 
apoptosis of iNKT cells in contrast to conventional Vβ2 T cells. (a) Activation induced-
cell death of expanded iNKT and Vβ2 T cells from ten different healthy donors  (#1 to #8, 
#14 and #17, see also Supplementary Table 1) stimulated with anti-CD3 antibody (OKT3). 
Error bars correspond to assays done in duplicate. (b) Expression of CD3 on iNKT and Vβ2 
cells by flow cytometry. Grey histograms represent the isotype control and the black lines 
represent the anti-CD3. Data correspond to one representative experiment of ten. (c) Same as 
a, except that cells were stimulated with increasing concentrations of anti-CD3 antibody. Data 
of one experiment with one healthy donor (#6) with assays done in duplicate (error bars). (d) 
iNKT cells have been incubated with RAJI cells expressing CD1d with medium (med.) or 
αGalCer. Apoptotic iNKT cells were analyzed 24 hours later. Data correspond to one 
representative experiment of three with two different donors (#9, #6) (e) Apoptosis of 
expanded iNKT and Vβ2 T cells from nine different healthy donors stimulated with soluble 
anti-FAS antibody (APO1.3). Assays were done in duplicate (error bars). (f) Expression of 
FAS (CD95) on iNKT and Vβ2 T cells by flow cytometry. Grey histograms represent the 
isotype control and the black lines represent the anti-CD95 antibody staining. Data 
correspond to one representative experiment of seven. (g) Same as e, except that cells from 
four different healthy donors were stimulated with increasing concentrations of APO1.3 in the 
presence or not of z-VAD. One representative experiment of four independent experiments 
with four healthy donors (#3, #4, #6, #20) is showed with assays done in duplicate. (h) 
Expanded cells from one healthy donor (#4) were incubated with increasing concentrations of 
etoposide. With the highest concentration of etoposide, cells were also incubated with z-VAD 
(right panel).(i) Stimulation with increasing concentrations of puromycin. Data are 
means±s.d. of three experiments with three healthy donors (#5, #6 and #9) with assays done 
in duplicate. (j) Stimulation with increasing concentrations of H2O2. Data are means±s.d. of 
two experiments with two healthy donors (#6 and #9) with assays done in duplicate. (k) 
Stimulation with increasing concentrations of staurosporine. Data are means±s.d. of two 
experiments in duplicate with two healthy donors (#7 and #9). 
 
Figure 3. iNKT cells expanded from cord blood or thymus and freshly isolated 
iNKT cells are more prone to apoptosis than Vβ2 conventional T cells. (a) Expanded 
iNKT and Vβ2 T cells from blood and cord-blood were stimulated with anti-CD3 antibody, 
anti-FAS antibody or staurosporine. Data correspond to two experiments done in duplicate 
(error bars) with cells from two different donors (#7 and #14) and two different cord blood 
donors. (b) Expanded iNKT and Vβ2 T cells from one blood donor and thymocytes of one 
donor were stimulated with anti-CD3 or anti-FAS antibodies. Data correspond to one 
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experiment with assays done in duplicate (error bars). (c) Apoptosis of freshly isolated 
PBMCs from four different healthy donors (#4, #6, #9 and #12) stimulated with anti-CD3 
antibody for eight hours. (d) Apoptosis of freshly isolated iNKT cells and Vβ2 T cells of 
PBMCs from two healthy donors (#9 and #13) left unstimulated for seventy-two hours.  
 
Figure 4.  XIAP-deficiency worsens the pro-apoptotic phenotype of iNKT cells. 
(a) Apoptosis of expanded iNKT and Vβ2 T cells from one XIAP-deficient patient (P.1 in 
Figure 1) and one healthy donor (#16) stimulated with anti-CD3 or anti-FAS antibodies. Data 
are representative of one experiment of two. Assays were done in duplicate (error bars). (b) 
iNKT and Vβ2 T cells from healthy donors were infected with a lentiviral pLKO-GFP vector 
containing either a shRNA for XIAP (sh-XIAP) or scramble shRNA (sh-control). At day four 
after infection, iNKT and Vβ2 T cells were tested for GFP (left panels) and XIAP (right 
panels) expression by flow cytometry. Histograms correspond to staining with anti-XIAP 
antibody or isotype control in GFP-positive (GFP+) and GFP-negative (GFP-) cells. (c) 
Apoptosis of GFP+ and GFP- iNKT and Vβ2 T cells stimulated with anti-CD3 antibody. Data 
are means±s.d. of three independent experiments with three different healthy donors (#6, #9 
and #13) with assays done in duplicate. Paired, two-tailed t-test, **P <0.01. (d) Apoptosis of 
GFP+ iNKT and Vβ2 cells stimulated with anti-FAS antibody. Data correspond to one 
experiment representative of two with assays done in duplicate (error bars). (e) Same as in c 
and d, except that cells were repeatedly treated with anti-CD3 or anti-FAS antibodies every 
day and the proportions of GFP+iNKT and GFP+Vβ2 cells in cultures was determined by flow 
cytometry. Data represent the loss of GFP+ cells targeted with the shRNA for XIAP or the sh-
control within the culture when compared to the percentage of GFP+ cells at day 0. One 
representative experiment of two. 
 
Figure 5. iNKT cells express high amounts of caspases in contrast to conventional 
Vβ2 T cells. (a) Cell lysates of expanded iNKT and Vβ2 T cells from blood of three healthy 
donors (#4, #6 and #9) were analyzed by SDS-PAGE and subsequent western-blotting for 
several pro- and anti-apoptotic proteins, as indicated. *corresponds to proteins over expressed 
in iNKT cells, relative to Vβ2 T cells. (b) Active caspases were detected by flow cytometry in 
fresh isolated iNKT cells, Vβ2 T cells and CD3+ T cells from PBMCs of three healthy donors 
(#4, #6 and #9). After gating on CD3+TCR-iNKT+ (iNKT), CD3+TCRVβ2+ (Vβ2) or CD3+ 
T cells (CD3+), cells were stained by a fluorescent inhibitor of activated caspases (FLICA) 
allowing detection of activated caspases. 
 
Figure 6. The transcription factor PLZF controls the pro-apoptotic phenotype of 
iNKT cells. (a) Expression of PLZF in expanded GFP+iNKT targeted by a control shRNA 
(sh-control) or specific for PLZF (sh-PLZF) by flow cytometry. Grey histograms, isotype 
control; black lines, anti-PLZF. One representative experiment out of four (b) Staurosporine 
induced apoptosis of GFP+iNKT cells targeted with a control shRNA (sh-control) or two 
shRNA specific for PLZF (sh-PLZF-1-, n=6; sh-PLZF-2-, n=3) (c) same as b excepted that 
GFP+iNKT cells were analyzed for FAS-induced apoptosis (left panel, n=5). In the right 
panel, cells were repeatedly treated with anti-FAS antibodies every 24 hours and the 
proportions of GFP+ cells in the cultures were determined. Data represent the ratio of the 
percentage of GFP+ cells in the culture to the percentage of GFP+ cells at time 0. One 
representative experiment of two with two donors (#4 and #9). (d) Expression of PLZF in 
expanded Vβ2 T cells infected by a lentiviral empty vector (empty vector) or containing a 
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PLZF transgene (Tg-PLZF). Grey histograms, isotype control; black lines, anti-PLZF. One 
representative experiment out of 4 (e) Staurosporine induced apoptosis in GFP+ Vβ2 T cells 
expressing the empty vector (empty vector) or a PLZF transgene (Tg-PLZF) (n=3, donors 
#4,#6 and #9) (f) same as (c). FAS-induced apoptosis in GFP+ Vβ2 T cells expressing the 
empty vector (empty vector) or a PLZF transgene (Tg-PLZF) (n=4, donors #4,#6 and #9) (g) 
Expression of PLZF in Jurkat cells infected by a lentiviral empty vector (empty vector) or 
containing a PLZF transgene (Tg-PLZF). Grey histograms, isotype control; black lines, anti-
PLZF. (h) FAS-induced apoptosis in Jurkat cells expressing PLZF (Tg-PLZF) or not (empty 
vector) (n=4). (i) Staurosporine-induced apoptosis in Jurkat TAg cells infected by a lentiviral 
empty vector (empty vector) or containing a PLZF transgene (Tg-PLZF) PLZF (Tg-PLZF) 
(n=3). (j) Activity of the promoter P1 of caspase 3 measured by a reporter luciferase assay in 
Jurkat TAg cells expressing PLZF (Tg-PLZF) or the empty vector. Data of two independent 
experiments with quintiplicates, mean ±s.d.  (k) Blots of the expression of actin, PLZF, 
caspase 3 (CASP3), cleaved caspase 3 (CASP3 cleaved) and Ku70 in wild type Jurkat TAg 
cells (WT) or expressing PLZF (Tg-PLZF) or the empty vector. On the right, quantification of 
caspase 3 and cleaved caspase 3 expressions in Jurkat TAg cells expressing PLZF compared 
to the empty vector and normalized on actin expression. Paired, two-tailed t-test in b, c, e, f, h 
and i with data mean ±s.d. and n=number of independent experiments with duplicate. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
 
Figure 7. MAIT cells like iNKT cells are more prone to apoptosis than 
conventional T cells. (a) Flow cytometry analysis of MAIT cells 
(CD3+TCRVα7.2+CD161+). MAIT cells from PBMCs of two healthy donors (Ctr.) and two 
XIAP- patients (XIAP) were detected by staining with anti-TCRVα7.2 and anti-CD161 
antibodies and analyzed after gating on CD3+ cells. (b) Comparison of numbers of MAIT 
cells (TCRVα7.2+CD161+) in CD3+ lymphocytes from PBMCs of control healthy donors 
(Ctr.) (n=15), SAP-deficient patients (SAP) (n=5) and XIAP-deficient patients (XIAP) 
(n=16). Bars correspond to mean values of each group of cell numbers, unpaired t test, 
***P<0.001. (c) Apoptosis of ex-vivo MAIT and Vβ2 T cells from PBMCs of four healthy 
donors (#4, #6, #9 and #12) following stimulation with anti-CD3 antibody or staurosporine 
for eight hours. (d) Apoptosis of cultured MAIT cells stimulated with anti-CD3 or anti-FAS 
antibodies. Data correspond to one experiment in duplicate (error bars) with two donors (#4 
and #7). (e) Active caspases were detected by flow cytometry using FLICA in ex-vivo MAIT 
cells from two healthy donors (#4 and #6) after gating on CD3+TCRVα7.2+CD161+. (f) 
Apoptosis of ex-vivo MAIT and iNKT cells from PBMCs of two XIAP-deficient patients (P.1 
and P.2 in Figure1) and from one healthy donor (#9) stimulated with staurosporine for eight 
hours. Data correspond to one experiment. (g) Staurosporine induced apoptosis of ex vivo 
MAIT cells targeted by a control shRNA (sh-control) or a shRNA specific for PLZF (sh-
PLZF-1-). Four independent experiments (n=4) with two different donors (#21 and 22). *P 
<0.05. Paired, two-tailed t-test. 
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METHODS 
Cell cultures 
Peripheral blood samples were collected from patients carriers of XIAP mutations14 
and healthy donors or from buffy coats obtained from EFS (Etablissement Français du Sang). 
Informed consent was obtained from each donor and patients and the study protocols are 
conformed to the 1975 declaration of Helsinki and the local ethics regulations. Peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by Ficoll-Paque density gradient from blood 
samples using standard procedures. Cord blood samples were harvested on delivery of full-
term, healthy pregnancies, after obtaining the mother's written informed consent according to 
the current French legislation and ethical guidelines. Post-natal thymus was obtained from a 
child undergoing corrective cardiac surgery (Service de Chirurgie Cardiaque Pédiatrique, 
hôpital Necker, Paris, France). The thymus was mechanically disrupted and filtered through a 
cell strainer (70 µm; Becton Dickinson). 
For expansions of iNKT cells and Vβ2T cells, PBMCs (500 000/ml) of donors were 
cultured in complete medium containing RPMI 1640 GlutaMax (Invitrogen) supplemented 
with penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/ml), IL-2 (1000UI/ml) and 10 % heat-
inactivated fetal calf serum (GIBCO) in the presence of 100 ng/ml alpha-Galactosylceramide 
(αGalCer) (Alexis) or 0.5 µg/ml toxic shock syndrome toxin (TSST-1) (Toxin Technology 
Inc.), respectively. After eight days of culture, the proportions of iNKT cells and Vβ2 T cells 
in the cultures varied from 1.5% to 50% and from 10% to 70% respectively. For expansions 
from thymus, 2.5x106/ml of thymocytes were cultured.  
Flow cytometry 
The following mAbs conjugated to FITC, PE, APC, PerCP, PerCP-Cy5.5, Pacific 
blue, APC-Cy7 or biotin from BD Biosciences were used: anti-CD3 (SK7), anti-human 
invariant NKT cells mAb (6B11, BD) (referred to as anti-TCR-iNKT), anti-CD25 (M-A251), 
anti-CD45RO (UCHL1), anti-CD45RA (HI100), anti-CD69 (L78), anti-HLA-DR (L243), 
anti-CD95 (DX2), CCR7 (3D12), CD62L (Dreg 56) and anti-CD161 (PK136). PE-Cy7-
conjugated anti-CD3 (UCHT-1) was from eBioscience. PE-conjugated anti-TCRVβ2 
(MPB2D5), FITC-conjugated anti- TCRVβ11 (C21), PE-conjugated anti-Vα24TCR (C15) 
were from Beckman Coulter. APC-conjugated PBS-57-loaded CD1d tetramers (referred to as 
CD1d-TT) were provided by the NIH Tetramer Core Facility. FITC-conjugated anti-
Vα7.2TCR antibody (3C10) was previously described7. 
Cells were labeled according to standard protocols. iNKT in PBMCs were detected by 
staining with anti-Vβ11TCR, anti-Vα24TCR and anti-CD3. In apoptosis and phenotyping 
experiments, iNKT cells were labeled with anti-CD3, anti-TCR-iNKT or with PBS-57-loaded 
CD1d tetramers. Vβ2 T cells were detected with anti- TCRVβ2 and anti-CD3. MAIT cells 
were detected with anti-CD161, anti-TCRVα7.2 and anti-CD3. In apoptosis assays, apoptotic 
cells were labeled by annexin V (APC-, V500- or PE-conjugated) alone or in combination 
with 7-AAD Viaprobe (BD Biosciences) according to standard protocols. 
Active caspases were detected using FLICA reagent (Sigma), following the 
manufacturer’s protocol. For intracellular staining of XIAP, cells were permeabilized using 
Intraprep kit (Beckman Coulter) and stained with the mouse anti-human XIAP from BD 
(clone 48) revealed by a pacific-blue conjugated goat anti-mouse antibody (BD). Intracellular 
staining of PLZF and Ki67 were performed with the mouse APC-conjugated anti-PLZF 
(clone 6318100) (R&D system) and the mouse APC-conjugated anti-Ki-67 (clone B56) (BD). 
Samples were acquired on a FACScanto II flowcytometer (BD Biosciences). Data were 
analyzed using FlowJo software (TreeStar). 
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Apoptosis assays  
For activation-induced cell death (AICD), cells were stimulated with 10 µg/ml of 
coated anti-CD3 (OKT3, Janssen-Cilag). In FAS-induced apoptosis assays, cells were 
stimulated in the presence of 100 ng/ml of soluble APO1.3 (Alexis) and 5 µg/ml of rabbit 
anti-mouse IgG Fab’2 (Jackson ImmunoResearch). Staurosporine was used at 0.25 µM. 
Etoposide, H2O2 and staurosporine were from Sigma. In the different assays, in vitro 
expanded cells and ex-vivo cells were stimulated 24 h and 8 h respectively. The pan caspase 
fmk inhibitor z-VAD was used at a concentration of 200 µM (R&D systems). Apoptotic cells 
were detected by staining with annexin V and 7-AAD after gating on CD3+TCR-iNKT+ 
(anti-human invariant NKT cell antibody) or CD3+CD1d-TT+ (PBS-57-loaded CD1d 
tetramers), CD3+TCRVβ2+ and CD3+CD161+TCRVα7.2+, respectively. The evaluation of 
apoptosis was based on the percentage of annexin V+ cells or annexin V+/7-AAD- to exclude 
necrotic cells. The percentage of induced apoptosis was calculated according to the formula: 
100 X (% of experimental apoptotic cells-% of spontaneously apoptotic cells)/(100-% of 
spontaneously apoptotic cells).  
Statistical analysis  
The statistical analysis of results was performed using Prism software. 
Transduction of cells with sh-RNA 
Cell expansions were transduced at day 3 with the lentiviral vector pLKO.1 containing 
a sh-RNA for XIAP (Openbiosystems, n°TRCN0000003788), for PLZF (Openbiosystems, 
clone 1 n° TRCN0000012940, clone 2 n°TRCN0000012942) or a scramble sh-RNA, in which 
the puromycine resistant gene was replaced by the reporter GFP gene. Apoptosis was induced 
as described above and apoptosis was determined in GFP-positive and GFP-negative cells. 
For survey of GFP expression in long term expansion, cells were repeatedly stimulated with 1 
µg/ml OKT3 or 25 ng/ml APO1.3. 
Immunoblots 
Expanded iNKT cells and Vβ2 T cells were sorted using a combination of anti-CD3-
APC and anti-TCR-iNKT-PE or anti-TCRVβ2-PE antibodies on a BD FACSAria II cell 
sorter. Cell lysates and immunoblots were performed according to standard protocols. Anti-
human XIAP (clone 28), SMAC (clone 7), FADD (clone 1) monoclonal antibodies were from 
BD Biosciences. Anti-Ku-80 (KuAb-2) and Ku-70 monoclonal antibodies were from 
NeoMarkers. Antibodies to Bax (2772), Bcl-2 (50E3), Caspase-3 (9662), Caspase-7 (9492), 
Caspase-9 (9508), Bim (2819), Bid (2002), PUMA (4976) and Bcl-xL (54H6) antibodies 
were from Cell Signaling Technology. Anti-APAF-1 (94408) monoclonal antibody was from 
R&D Systems. Anti-PLZF (D9) monoclonal antibody was from Santa Cruz Biotechnology. 
Quantifications of western blots were done using ImageJ 1.45 software (NIH). 
Luciferase assay for the caspase 3 promoter 
Jurkat TAg cells were transduced with an empty lentiviral vector (lenti 7.3) or with a 
PLZF expressing vector with the GFP as a reporter. Cells were sorted on an ARIA II flow 
cytometer according to the GFP expression and CD3 expression. Cells were then transfected 
using lipofectamine by a the pGL3-Basic luciferase vector (Promega) containing the full-
lengh promoter (P1) of human caspase 343 (a kind gift of Dr. Bong Lee, NIH, Bethesda, 
MA). Luciferase activity was measured using the luciferase assay system (Promega) on a 
Mithras Microplate Reader (Berthold Technologies).  
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IX. ARTICLE SOUS PRESSE : 
 
Les signaux émanant du récepteur à l’antigène des cellules T (TCR) sont requis pour 
le développement et la fonction des cellules T. La tyrosine-kinase LCK qui est spécifique des 
cellules T fait partie de la machinerie de signalisation du TCR. En se basant sur sa fonction, 
nous avons considéré LCK comme un gène candidat pour des patients atteint de déficit 
immunitaire combiné.  
Nous identifions et décrivons ici un enfant avec une immunodéficience T causée par 
une mutation homozygote faux-sens du gène LCK (c.1022T>C) résultant d’une disomie 
uniparentale. Des analyses génétiques, moléculaires et fonctionnelles ont été effectuées afin 
de caractériser la déficience en LCK. La protéine mutante LCK (p.L341P) est faiblement 
exprimée, n’a pas d’activité kinase et est incapable de restaurer une signalisation normale du 
TCR dans une lignée dépourvu de LCK. La patiente présente des infections récurrentes du 
tractus respiratoire avec des manifestations inflammatoires et auto-immunes. La patiente a 
une lymphopénie T CD4+ et une expression de surface faible de CD4 et CD8. Les 
lymphocytes T résiduels ont un répertoire oligoclonal et montrent un défaut sévère de la 
signalisation par le TCR, avec de faibles signaux de phosphorylation et un défaut de flux 
calcique suite à une stimulation du TCR.  
Nos résultats identifient donc une nouvelle forme de déficit immunitaire T causée par 
un défaut dans le gène LCK  remontrant ainsi le rôle essentiel de LCK dans le développement 
et la fonction des cellules T. De plus, nos données indiquent qu’un défaut de la signalisation 
du TCR peut résulter en une différenciation et une fonction anormales des cellules T résultant 
en un risque important d’inflammation et d’auto-immunité. Les patients souffrant d’une 
lymphopénie T CD4+ et ayant des expressions diminuées de CD4 et CD8 associées à des 
manifestations auto-immunes ou inflammatoires devraient ainsi être considérés pour un 
déficit immunitaire causé par une déficience en LCK. 
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